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 1 JOHDANTO 
Aroniamarja (A. melanocarpa) on kitkerä, tumma marja, jota käytetään sekä koristekasvina 
(pensasaronia) että raaka-aineena elintarvikkeissa (mustamarja-aronia) (Hardin 1973). 
Aroniamarjaa hyödynnetään elintarvikkeissa kuten mehutuotteissa, viineissä, teessä tai 
hedelmäsiirapeissa usein sekoitettuna muiden marjojen kanssa (McKay 2001). 
Aroniamarja sisältää runsaasti terveydelle hyödyllisiä fenolisia yhdisteitä, minkä vuoksi se 
on kiinnostava tutkimuskohde elintarvikealalla.  
Antosyaanit ovat fenolisia yhdisteitä, joita esiintyy luonnossa marjoissa, hedelmissä, 
kukissa ja vihanneksissa. Antosyaanit luokitellaan flavonoideihin johtuen niiden 
kemiallisen rakenteen samankaltaisuudesta (Schwartz ym. 2008). Karotenoidien ja 
klorofyllien lisäksi antosyaanit muodostavat suuren osan luonnossa esiintyvistä 
pigmenteistä tuottaen laajasti erilaisia värejä oranssista siniseen. Voimakkaan pigmentin 
vuoksi antosyaaneja käytetään luontaisena väriaineena (E163) elintarvikkeissa (EVIRA 
2014).  
Antosyaanit hajoavat elimistön aineenvaihdunnan yhteydessä useammaksi eri 
aineenvaihduntatuotteeksi (Ferrars ym. 2014a). Terveyden kannalta kiinnostavia 
hajoamistuotteita ovat fenolihapot. Antosyaanien hajoaminen elimistössä on 
monimutkainen prosessi eikä kaikkia hajoamistuotteita vielä tunneta. 
Aineenvaihduntatuotteiden esiintyminen vaihtelee antosyaanin saantilähteen, yksilön 
aineenvaihdunnan ja näytteen keruuajan mukaan, mikä luo haasteita tutkimukselle. 
Antosyaanien aineenvaihduntatuotteita määritetään veri-, uloste- ja virtsanäytteistä, koska 
hajoamista esiintyy elimistön eri osissa. Antosyaaneja sekä niiden aineenvaihduntatuotteita 
tutkitaan mahdollisten terveyteen vaikuttavien tekijöiden kuten sydän- ja verisuonitautien 
riskin vähentämiseksi (Wallace 2011).  
Biologisen näytematriisin esikäsittely on tärkeä osa fenolisten aineenvaihduntatuotteiden 
analysoimista. Virtsa sisältää useita komponentteja, erityisesti suoloja ja proteiineja, jotka 
halutaan poistaa ennen näytteen jatkokäsittelyä (Ferrars ym. 2014b). Useissa tutkimuksissa 
antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden määrittämiseen on käytetty kiinteäfaasiuuttoa 
(SPE) (Wu ym. 2002; Kay ym. 2005; Czank ym. 2013 Ferrars ym. 2014ab). SPE on 
kuitenkin esikäsittelymenetelmänä melko hidas ja kuluttaa paljon reagensseja. 
Vaihtoehtoisena esikäsittelymenetelmänä fenolisten aineenvaihduntatuotteiden 
määrittämiseen virtsanäytteistä on käytetty kiinteäfaasiuuttoa vastaavaa pienen 
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mittakaavan uuttomenetelmää (µSPE) (Suárez ym. 2009; Martì ym. 2010; Dudonné ym. 
2014). µSPE:n etuina ovat vähäisempi liuottimien käyttö ja lyhyempi esikäsittelyyn kuluva 
aika. Uuttomenetelmä mahdollistaa lisäksi näytteistä määritettävien analyyttien pienten 
pitoisuuksien määrittämisen, mikä on antosyaani analytiikassa huomattava etu. 
Tämän työn tarkoituksena oli optimoida pienen mittakaavan kiinteäfaasiuuttomenetelmä 
(µSPE) virtsanäytteille, joista määritetään fenolisia aineenvaihduntatuotteita. µSPE:n 
tarkoituksena oli helpottaa virtsassa esiintyvien fenolisten aineenvaihduntatuotteiden 
määrittämistä poistamalla näytteistä fenolisten yhdisteiden kaltaisia yhdisteitä. µSPE:n 
toimivuutta tutkittiin saantokokeiden avulla. Saantokokeet suoritettiin kuudella eri 
fenolisella yhdisteellä, joita olivat ferulahappo, homovanilliinihappo, hippurihappo, 3,4- 
dihydroksyfenyylietikkahappo (DOPAC), syanidiini-3-glukosidi ja protokatekiinihappo 
(PCA). Fenolisten yhdisteiden uuttumista µSPE-käänteisfaasipylväistä tutkittiin kahden eri 
hapon avulla, joita olivat trifluoroetikkahappo (TFA) ja muurahaishappo (HCOOH). 
Uuttomenetelmää sovellettiin kliinisen tutkimuksen virtsanäytteisiin, joista määritettiin 
fenolisia aineenvaihduntatuotteita erittäin korkean erotuskyvyn nestekromatografilla 
(UHPLC) ja massaspektrometrillä (MS).  
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 2 KIRJALLISUUSTUTKIMUS 
 2.1 Aronia 
Aroniamarjat kuuluvat ruusukasvien (Rosacae) heimoon (Hardin 1973). Yleisimmin 
esiintyvät aroniamarjalajikkeet ovat Aronia arbutifolia (punamarja-aronia) ja Aronia 
melanocarpa (mustamarja-aronia). Lisäksi on löydetty hybridilajike, Aronia prunifolia 
(violettimarja-aronia), joka on punamarja-aronian (A. arbutifolia) ja mustamarja-aronian 
(A. melanocarpa) sekoitus. Edellä mainituista kolmesta aronialajikkeesta mustamarja-
aroniaa viljellään ruokamarjana elintarvikekäyttöön. 
Aroniamarjat (A. melanocarpa) ovat väriltään tummia marjoja (Hardin 1973). Ne ovat 
peräisin Pohjois-Amerikan ja Kanadan itäosista, missä marjoja käytettiin osana ravintoa 
sekä hoitokeinona ehkäisemään kylmän aiheuttamia sairauksia (Jeppsson 2000a). 
Myöhemmin aroniapensaita tuotiin Itä-Eurooppaan ja Saksaan, mistä ne ovat levinneet 
laajalle muodostaen alalajikkeita ympäri Eurooppaa ja Venäjää: Nero (Tsekit), Rubina 
(Venäjä, Suomi), Viking (Suomi), Kurckimäki (Suomi), Hugin (Ruotsi), Fertödi (Unkari) 
ja Aron (Tanska) (Strigl ym. 1995). Aroniamarjat kasvavat pensaissa, jotka voivat olla jopa 
3 metrin korkuisia. Aroniamarjat kasvavat usean marjan ryppäissä ja kypsyvät vasta 
alkusyksystä (Kask 1987).  
Elintarviketeollisuus valmistaa aroniamarjoista (A. melanocarpa) hedelmäsiirappeja, 
mehuja ja hyytelöitä sekä hedelmäviinejä ja teetä (McKay 2001).  Aroniamarjoja käytetään 
usein yhdessä muiden marjojen tai hedelmien kanssa johtuen niiden happamasta ja 
voimakkaan kitkerästä mausta. Marjojen tumma väri on peräisin niiden sisältämistä 
antosyaaneista, jonka vuoksi aroniamarjoista eristettyä uutetta voidaan myös käyttää 
elintarvikkeiden väriaineena (E163). Antosyaanien voimakkaan pigmentin avulla on saatu 
korvattua muun muassa osa aiemmin käytetyistä synteettisesti valmistetuista 
atsoväriaineista (Bridle ja Timberlake 1997).  
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 2.2 Antosyaanien kemialliset ominaisuudet 
 2.2.1 Antosyaanien kemiallinen rakenne 
Antosyaanit esiintyvät luonnossa flavylium-suolan polyhydroksyyli- ja 
polymetoksiglykosideina (Schwartz ym. 2008). Antosyaanit kuuluvat fenolisiin 
yhdisteisiin ja ne luokitellaan rakenteensa perusteella flavonoideihin. Antosyaanien 
perusrakenteessa (kuva 1) esiintyvät flavonoideille tyypilliset A- ja B-bentseenirenkaat 
sekä heterosyklinen C-rengas. Antosyaaneja on löydetty luonnosta yli 500.  
Antosyaanit esiintyvät luonnossa glykosideina, joka tarkoittaa, että niiden rakenteeseen on 
liittyneenä yksi tai useampi sokerimolekyyli (kuvassa 1 OR3 ja OR5) (Schwartz ym. 2008). 
Suurimassa osassa luonnossa esiintyvistä antosyaaneista sokeriosa on liittynyt rakenteen 
OR3-asemaan sekä harvemmin antosyaanin OR5-asemaan (Brouillard 1982). 
Antosyaaneihin yleisimmin konjugoituneita sokerimolekyylejä ovat glukoosi, galaktoosi, 
arabinoosi, ramnoosi ja ksyloosi (Coultate 2002).  
Sokeriosaan voi edelleen asyloitua alifaattisia happoja tai aromaattisia happoja kuten 
hydroksyylikanelihappoja tai hydroksyylibentsoehappoja (Andersen ja Jordheim 2006). 
Useimmiten asyyliryhmät liittyvät sokerimolekyylin C-3- tai C-5-asemaan tai esteröityvät 
sokerimolekyylin 4-OH- tai 6-OH-asemaan. Asyyliryhmien liittyminen antosyaaniin 
vaikuttaa antosyaanien värimuodostumiseen. Antosyaanien rakenne koostuu lisäksi useista 
hydroksyyli (-OH) ja/tai metoksiryhmistä (-O-CH3) (kuvassa 1 R3´, R4´, R5´), joiden määrä 
ja sijainti vaihtelevat eri antosyaanien välillä (Schwartz ym. 2008).  
 
Kuva 1. Antosyaanin kemialliselle rakenteelle tyypilliset A-, B- ja C-renkaat. Rakenteeseen merkittyihin 
OR3-  ja OR5-asemiin on usein sitoutuneena sokerimolekyyli. Lisäksi B-renkaassa oleviin R3´-, R4´- ja R5´-
paikkoihin on kiinnittyneenä metoksi- ja/tai hydroksyyliryhmiä.  
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 2.2.2 Antosyaanien aglykonit 
Antosyanidiinit ovat harvemmin luonnossa esiintyviä antosyaanien aglykoneja, joiden 
rakenteesta puuttuvat sokerimolekyylit (Coultate 2002). Luonnossa esiintyviä 
antosyanidiinejä on havaittu vain 19 erilaista (Schwartz ym. 2008).  Useiden hedelmien, 
kasvisten ja marjojen antosyaanirakenteet perustuvat näistä kuuteen yleisimmin 
esiintyvään antosyanidiiniin, joita ovat malvidiini, petunidiini, pelargonidiini, delfinidiini, 
peonidiini ja syanidiini (Andersen ja Jordheim 2006). Syanidiini on edellä mainituista 
huomattavasti yleisimmin esiintyvä antosyanidiini. 
 2.2.3 Antosyaanien esiintyvyys 
Antosyaanit ja antosyanidiinit ovat väriyhdisteitä, joita esiintyy kasveissa, marjoissa 
kukissa, vihanneksissa ja hedelmissä (Schwartz ym. 2008). Luonnossa antosyaanit 
sijaitsevat kasvisolun solurakkuloissa, jotka suojaavat niitä entsyymien aiheuttamalta 
pilkkoutumiselta, mikä voi aiheuttaa värin häviämistä (Coultate 2002). Antosyaanit ovat 
kasvien toisarvoisia aineenvaihduntatuotteita, mikä tarkoittaa, että ne eivät vaikuta suoraan 
kasvin kasvuun, kehittymiseen ja uudelleen tuotantoon (Holton ja Cornish 1995). 
Antosyaanien muodostaman värin avulla kasvit houkuttelevat hyönteisiä, jotka 
edesauttavat uudelleen tuotantoa levittämällä kasveista peräisin olevaa siitepölyä.  Lisäksi 
antosyaaneista muodostuva voimakas pigmentti suojaa kasveja auringon UV-säteilyltä. 
Antosyaanien ja antosyanidiinien kemiallisen rakenteen sisältämät kaksoissidokset 
virittyvät näkyvän valon avulla ja muodostavat niistä peräisin olevan värin (Schwartz ym. 
2008). 
 2.2.4 Antosyaanien pysyvyys 
Antosyaanien pysyvyyteen ja värin muodostumiseen vaikuttavat useat eri tekijät, joista 
merkittävimpiä ovat pH, lämpötila ja happi (Schwartz ym. 2008). Pysyvyyteen vaikuttavat 
lisäksi rakenteeseen liittyneet ryhmät (engl. substituents). Muita ympäristön aiheuttamia 
antosyaanien stabiilisuuteen vaikuttavia tekijöitä ovat bakteerit, auringon UV-valo, 
entsyymit, metalli-ionit, askorbiinihappo, kopigmentaatio sekä proteiinit (Bridle ja 
Timberlake 1997). Näiden lisäksi elintarvikkeiden prosessointi ja säilytysolosuhteet 
altistavat antosyaanit hajoamiselle (Schwartz ym. 2008).  
Korkean lämpötilan on todettu vähentävän flavonoidien määrää mm. kasviksissa ja 
pavuissa (Kyle ja Duthie 2006). Lisäksi Sadilova ym. (2006) ovat tutkineet 
13 
 
lämpökäsittelyn vaikutusta antosyaanien pysyvyyteen marjoissa kuten mansikassa 
Fragaria x ananassa  (Sambucus nigra L.)( ) ja seljanmarjassa  sekä myös mustassa 
 (Daucus carota L. ssp. sativus var. atrorubens Alef.)porkkanassa . Tutkimuksessa he 
havaitsivat lämpötilan nousun vähentävän antosyaanien pysyvyyttä ja heikentävän niiden 
väriä. 
 
Antosyaanit ovat lisäksi pH:lle herkkiä yhdisteitä. pH:n vaikutus antosyaanien rakenteen 
pysyvyyteen on todettu useissa tutkimuksissa. Jo 1977 Raymond ja Bouillard havaitsivat, 
että antosyaanien kemiallisen rakenteen uudelleen järjestäytyminen oli yhteydessä pH:n 
muutokseen. Myöhemmin muun muassa Heredia ym. (1998) yhdistivät pH:n muutoksen 
antosyaanien pigmentin muodostukseen. Lisäksi he havaitsivat emäksisten olosuhteiden 
edistävän antosyaanien hajoamista. Antosyaanien stabiilisuuteen vaikuttavia rakenteen 
sisäisiä tekijöitä ovat rakenteeseen liittyneet substituentit (Schwartz ym. 2008). On todettu, 
että antosyaanien rakenteeseen liittyneet hydroksyyliryhmät alentavat antosyaanien 
stabiilisuutta, kun taas liittyneet metoksiryhmät ja sokerimolekyylit lisäävät sitä.   
 2.2.5 Aronian antosyaanit 
Aronian (A. melanocarpa) antosyaanikoostumus on melko yksinkertainen. Aroniamarja 
sisältää paljon syanidiinia, johon on sitoutuneena sokerimolekyylejä (Oszmianski ja Sapis 
1988). Taulukossa 1 on esitetty aroniamarjan antosyaanikoostumus, joka perustuu 
Oszmianskin ja Sapisin 1988 tehtyyn tutkimukseen. Lisäksi taulukossa 1 on esitetty 
antosyaanien kemiallinen rakenne. Suurin osa aronian antosyaaneista esiintyy syanidiini-3-
O-galaktosidina ja syanidiini-3-O-arabinosidina. Näiden lisäksi aroniamarjoissa esiintyy 
jonkin verran syanidiini-3-O-glukosidia ja syanidiini-3-O-ksylosidia. 
Aronianmarjan lisäksi muita antosyaaneja runsaasti sisältäviä marjoja ovat muun muassa 
mansikka (Fragaria), mustaherukka (Ribes nigrum), mustikka (Vaccinium) ja 
karhunvatukka (Rubus fruticosus) (Prior ym. 1998; Slimestad  ja Solheim 2002; Benvenuti 
ym. 2006; Aaby ym. 2012 ). 
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Taulukko 1. Aroniamarjassa (A. melanocarpa) esiintyvät antosyaanit, niiden kemiallinen rakenne ja 
rakennekaava sekä esiintyvyys (%) aroniamarjassa (Oszmianski ja Sapis 1988). 
Antosyaani Antosyaanin rakennekaava Antosyaanin 
kemiallinen kaava 
Esiintyvyys (%) 
aroniamarjassa  
(A. melanocarpa) 
Syanidiini-3-
arabinosidi 
 
C20H19O10 28,9 
Syanidiini-3-
galaktosidi 
 
C21H21O11 64,5 
Syanidiini-3-
glukosidi 
 
C21H21O11 2,4 
Syanidiini-3-
xylosidi 
 
C20H19O10 4,2 
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 2.3 Antosyaanien aineenvaihdunta 
 2.3.1 Antosyaanien aineenvaihduntatuotteet  
Antosyaanien hajoamistuotteita esiintyy elimistössä maksassa, munuaisissa, eturauhasessa 
 Felgines ym. 2009).ja rasvakudoksessa (Talavéra ym. 2005;  Antosyaanien 
aineenvaihduntatuotteiden esiintymiseen elimistössä vaikuttavat lähinnä niiden kemiallinen 
rakenne, nautittu määrä, elintarvikematriisi sekä yksilön ikä, sukupuoli ja elintavat 
(Fernandes ym. 2014). Aineenvaihduntatuotteiden alkuperää on kuitenkin hankala selvittää 
johtuen antosyaanien monivaiheisesta hajoamisprosessista. Lisäksi elimistössä muodostuu 
luonnostaan aineenvaihduntatuotteita, jotka ovat antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden 
kanssa samoja fenolisia yhdisteitä. Niiden määrä elimistössä vaihtelee yksilöittäin (Kalt 
ym. 2014) ja ne vaikeuttavat antosyaaneista peräisin olevien aineenvaihduntatuotteiden 
määrittämistä. Suurin osa antosyaaneista hajoaa elimistössä pienemmiksi yhdisteiksi, kuten 
fenolihapoiksi, aldehydeiksi sekä antosyaanien glukuroni-, metyyli- ja 
sulfaattijohdannaisiksi (Kalt ym. 2014). Näiden aineenvaihduntatuotteiden määrä 
elimistössä voidaan määrittää biologisesta matriisista (virtsa, veri, uloste). Osa 
antosyaaneista on havaittu elimistössä myös täysin muuntumattomina yhdisteinä (Ferrars 
ym. 2014a).  
Antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden esiintymiseen elimistössä vaikuttaa usea eri tekijä 
(Kalt ym. 2014). Marjoissa esiintyvät antosyanidiinit ja niihin kiinnittyneet 
sokerimolekyylit sekä sokerimolekyyleihin edelleen asyloituneet orgaaniset hapot ja 
rakenteeseen liittyneet hydroksyyli ja metoksiryhmät vaikuttavat 
aineenvaihduntatuotteiden muodostumiseen elimistössä (Ferrars ym. 2014a). Lisäksi yksi 
merkittävimmistä aineenvaihduntatuotteiden esiintymiseen vaikuttavista tekijöistä on 
todettu olevan aterian nauttimisesta kulunut aika (Kay ym. 2005; Nurmi ym. 2009; Kalt 
ym. 2014). Nurmi ym. (2009) tutkivat aterian nauttimisesta kuluneen ajan vaikutusta 
antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden esiintymiseen virtsanäytteissä kolmena eri 
ajankohtana: (1) ennen antosyaanipitoisen annoksen nauttimista, (2) 0-24 h sen jälkeen ja 
(3) 24-48 h aterian nauttimisen jälkeen. Tutkimuksen mukaan aineenvaihduntatuotteet 
esiintyvät virtsanäytteissä eri pitoisuuksina ajan muuttuessa. Tämä on seurausta siitä, että 
antosyaanien aineenvaihduntatuotteet ovat kemialliselta luonteeltaan herkkiä yhdisteitä 
reagoiden jatkuvasti elimistön eri tekijöiden vaikutuksesta muodostaen uusia 
hajoamistuotteita (Ferrars ym. 2014a).  
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 2.3.2 Antosyaanien glukuronidi-, metyyli- ja sulfaattijohdannaiset 
Antosyaanien aineenvaihduntatuotteet muodostuvat pääasiallisesti metylaation ja 
glukuronidaation avulla (Wu ym. 2002; Felgines ym. 2005; Vitaglione ym. 2007). Wun 
ym. (2002) tehdyssä tutkimuksessa neljälle koehenkilöille annettiin kerta-annoksena 
seljanmarjauutetta (720 mg antosyaaneja) ja kuudelle koehenkilölle mustikkauutetta, (690 
mg antosyaaneja).  Aineenvaihduntatuotteet määritettiin virtsa- ja verinäytteistä, jotka 
kerättiin koehenkilöiltä tietyn ajan kuluttua. Tutkimuksessa havaittiin, että antosyaanit 
hajoavat metyyli- ja glukuronidijohdannaisiksi tai muodostavat molempia samanaikaisesti. 
Seljanmarjauutetta nauttineiden koehenkilöiden virtsa- ja verinäytteissä esiintyi lähinnä 
syanidiini-3-glukosidin glukuronidijohdannaisia, kuten syanidiini-3-monoglukuronidia ja 
peonidiini-3-monoglukuronidia. Lisäksi tutkimuksessa havaittiin peonidiini-3-glukosidia, 
joka muodostui syanidiini-3-glukosidin metylaation aikaansaamana.   Mustikkauutetta 
nauttineiden koehenkilöiden virtsanäytteistä havaittiin antosyaaneja mutta niiden määrä 
virtsassa oli erittäin pieni.  
Syanidiini-3-glukosidin glukuronidi- ja metyylijohdannaisten esiintymistä elimistössä 
tutkivat myöhemmin Kay ym. (2005). Tutkimuksen tarkoituksena oli tarkastella syanidiini-
3-glukosidin aineenvaihduntatuotteiden esiintymistä elimistössä, kun koehenkilöille oli 
annettu todellista kulutusta vastaava määrä antosyaanipitoista uutetta. Tutkimuksessa 
koehenkilöille annettiin aroniamarjauutetta geeli-kapselissa, joka sisälsi yhteensä 721,4 mg 
neljää eri syanidiini-3-glykosidia (syanidiini-3-galaktosidia, syanidiini-3-arabinosidia, 
syanidiini-3-glukosidia ja syanidiini-3-ksylosidia). Uute sisälsi eniten syanidiini-3-
galaktosidia (491 mg). Kapseli nautittiin veden (250 ml) kanssa. Antosyaanit ja niiden 
aineenvaihduntatuotteet määritettiin virtsanäytteistä kahdeksana eri ajankohtana 
vuorokauden sisällä (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 h). Menetelmä toistettiin kolme kertaa 
kolmena eri päivänä. Koehenkilöiltä otettiin lisäksi verinäytteet. Tutkimustuloksissa 
havaittiin sekä virtsa- että verinäytteissä syanidiini-3-glukosidin glukuronidi- ja 
metyylijohdannaisia. Lisäksi tutkimuksessa havaittiin antosyanidiineja, jotka muodostuivat 
antosyaanien glukuronidi- ja metyylijohdannaisten hydrolyysin aikaansaamana.  
Myöhemmin Kalt ym. (2014)
 
määrittivät mustikkamehussa esiintyvien antosyaanien 
aineenvaihduntatuotteita virtsanäytteistä.  Tutkimuksessa 17 koehenkilölle annettiin kerta-
annoksena mustikkamehua, joka sisälsi 216 mg syanidiini-3-glukosidia. Virtsanäytteistä 
yksi otettiin ennen ja kaksi jälkeen mustikkamehun nauttimisen. Tutkijat havaitsivat 
runsaasti erilaisia antosyaanien aineenvaihduntatuotteita, joista eniten esiintyi syanidiinin, 
17 
 
delfinidiinin, pelargonidiniidin ja peonidiinin glukuronidijohdannaisia sekä samojen 
antosyanidiinien metyyliglukuronidijohdannaisia.  
Lisäksi osa marjojen, kuten mansikan (Fragaria x ananassa), antosyaaneista muodostaa 
aineenvaihduntatuotteina antosyaanien sulfaattijohdannaisia (Felinges ym. 2003). 
Antosyaanien sulfaattijohdannaisia esiintyy kuitenkin vain vähän suhteessa muihin 
antosyaanien aineenvaihduntatuotteisiin. Sulfaattijohdannaisia muodostuu sen sijaan 
enemmän muiden flavonoidien, kuin antosyaanien hajoamistuotteina.  
 2.3.3 Fenolihapot aineenvaihduntatuotteina 
Fenolihapot ovat kasvin tuottamia orgaanisia happoja, joiden rakenne (kuvassa 2) vaihtelee 
sivuketjun lisäksi bentseenirenkaaseen kiinnittyneiden substituenttien mukaan (Robbins 
2003). Fenolihapot esiintyvät luonnossa sekä vapaina että sitoutuneessa muodossa.  
Osa kasvin fenolihapoista on asyloituneena antosyaanien sokeriosaan, minkä vuoksi 
fenolihappoja esiintyy antosyaanien aineenvaihduntatuotteina elimistössä (Robbins 2003). 
Fenolihapot voidaan luokitella niiden kemiallisen rakenteen perusteella 
hydroksikanelihappoihin (Kuvassa 2 Xa), hydroksibentsoehappoihin (kuvassa 2 Xb) ja 
aldehydeihin (kuvassa 2 Xc).  Fenolihappojen kemiallinen rakenne eroaa niiden sivuketjun 
funktionaalisen ryhmän ja pituuden perusteella toisistaan (Belitz ja Grosch 1987). 
Hydroksikanelihapon rakenteen sivuketju (-C2H2COOH) on pidempi kuin 
hydroksibentsoehapoilla (-CH2COOH), kun taas aldehydit poikkeavat funktionaalisen 
ryhmän perusteella molemmista edellä mainituista ryhmistä. Fenolihapoista muun muassa 
ferulahappoa (Xa), kahvihappoa (Xa), sinappihappoa (Xa), m- , p-, ja o-kumariinihappoa 
(Xa), gallihappoa (Xb), vanilliinihappoa (Xb) ja protokatekiinihappoa (Xb)  on havaittu 
antosyaanien aineenvaihduntatuotteina elimistössä (Robbins 2003; Vitaglione ym. 2007). 
Floroglusinolialdehydiä on lisäksi löydetty elimistöstä antosyaanien 
aineenvaihduntatuotteena (Woodward ym. 2004). 
 
Kuva 2. Fenolihapon rakenne ja rakenteeseen (kohtaan X) liittyneet mahdolliset sivuketjut (Xa-Xb). 
Sivuketjut: hydroksyylikanelihappo (Xa), hydroksyylibentsoehappo (Xb) ja aldehydi (Xc) (Robbins 2003). 
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Ferrars ym. (2014ab) ovat tutkineet laajasti antosyaanien hajoamista elimistössä. 
Tutkimuksessaan he ovat määrittäneet antosyaanien aineenvaihduntatuotteita biologisesta 
näytematriisista (virtsa-, veri- ja ulostenäytteistä).   Näytteistä he havaitsivat paljon 
erilaisia antosyaanien aineenvaihduntatuotteita ja jonkin verran muuntumattomia 
antosyaaneja. Virtsanäytteistä he sen sijaan havaitsivat erityisen paljon 
hydroksikanelihappoja, hydroksibentsoehappoja sekä jonkin verran aldehydejä. Näistä 
protokatekiinihappoa (PCA) ja sen johdannaisia, jotka kuuluvat hydroksibentsoehappoihin, 
esiintyi runsaasti virtsanäytteissä. PCA:n johdannaisista, jotka on esitetty kuvassa 3, 
esiintyi vanilliinihappoa (kuvassa 3 VA) (3412 ± 312 nM), protokatekiinihapon 3- ja 4-
glukuronidijohdannaisia (kuvassa 3 PCA-GlcA) (301 ± 72nM ja 233 ± 65 nM) ja 3- ja 4-
sulfaattijohdannaisia (kuvassa 3 PCA-sulfate) (1112 ± 318, 1244 ± 333 nM). Lisäksi edellä 
mainituista protokatekiinihapon johdannaisista muodostuvia johdannaisia, joita ovat 
vanilliinihapon glukuronidijohdannaiset (kuvassa 3 VA-GlcA) (762 ± 124 nM) ja 
vanilliinihapon sulfaattijohdannaiset (kuvassa 3 VA-sulfate) (1682 ± 899 nM), esiintyi 
virtsanäytteissä runsaasti. Ennen Ferrarsia ym. (2014a) ovat samaa aihealuetta tutkineet 
Vitaglione ym. (2007), jotka havaitsivat jo aiemmin protokatekiinihapon olevan erityisesti 
syanidiini-3-glukosidin pääasiallinen hajoamistuote, mutta toisin kuin Ferrars ym. 
(2014ab) he eivät havainneet sitä virtsanäytteistä.  
Kuvassa 3 on esitetty Ferrarsin ym. (2014a) laatima syanidiini-3-glukosidin mahdollinen 
metaboliakaavio, kun koehenkilöille on annettu syanidiini-3-glukosidin isotooppia (
13
C5-
C3G) kerta-annoksena 500 mg. Kuva 3 havainnollistaa selkeästi, kuinka paljon erilaisia 
antosyaanien aineenvaihduntatuotteita voi muodostua elimistössä. Kuvan mukaan 
syanidiini-3-glukosidin hajoamisen alkuvaiheessa muodostuu syanidiini-3-glukosidin 
glukuronidi- ja metyylikonjugaatteja sekä syanidiinia, jotka hajoavat myöhemmin 
pienemmiksi fenolisiksi yhdisteiksi. Kuvasta nähdään myös protokatekiinihaposta 
muodostuvat aineenvaihduntatuotteet. 
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Kuva 3. Syanidiini-3-glukosidista (C3G) mahdollisesti muodostuvat aineenvaihduntatuotteet elimistössä 
(Ferrars ym. 2014a). BA, bentsoehappo; BAL, bentsaldehydi; C3G, syanidiini-3-glukosidi; Cy, syanidiini; 
GlcA, glukuronidi; Me, metoksi; M3dhbz, metyyli-3,4-dihydrobentsoaatti; P3G, peonidiini-3-glukosidi; 
PAA, fenyylietikkahappo; PGA, floroglusiinialdehydi.  
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 2.4 Fenolisten yhdisteiden antioksidatiivisuus 
Fenoliset yhdisteet ovat kiinnostava tutkimusaihe elintarvikealalla, sillä niiden 
antioksidatiivisilla ominaisuuksilla on mahdollisesti terveyttä edistävä vaikutus. Marjat 
ovat erinomainen fenolisten antioksidanttien lähde (Heinonen ym. 1998). Fenolisista 
yhdisteistä fenolihapot ovat primäärisiä antioksidantteja, jotka reagoivat vapaiden 
happiradikaalien kanssa ehkäisten radikaalien reagoimista muiden yhdisteiden kanssa 
(White ja Wing 1992). Fenolihappojen antioksidatiiviset ominaisuudet perustuvat lähinnä 
niiden rakenteessa olevien hydroksyyliryhmien sijaintiin ja määrään (Cuvelier ym. 1992). 
Marjojen fenolisten yhdisteiden antioksidatiivisuus vaihtelee eikä ole aina verrattavissa 
fenolisten yhdisteiden määrän kanssa. Marjoissa esiintyvistä fenolisista antioksidanteista 
on tehty useampia tutkimuksia, joiden haasteena on ollut fenolisten yhdisteiden laaja 
esiintyminen erilaisina johdannaisina. Tämän vuoksi on ollut hankala löytää yksittäisiä 
antioksidatiivisuuteen vaikuttavia fenolisia yhdisteitä ja näin ollen antioksidatiivisia 
ominaisuuksia on yhdistetty tietynlaisiin fenolisiin ryhmiin, joita Kähkösen ym. (2001) 
tutkimuksen mukaan esiintyy antosyaaneilla, flavonoleilla ja fenolihapoista erityisesti 
hydroksikanelihapoilla. Kanelihappojen antioksidatiivisia ominaisuuksia tutkineet Cuvelier 
ym. (1992) totesivat myös kanelihapoilla olevan mm. bentsoehappoja voimakkaampi 
antioksidatiivinen vaikutus, mikä johtuu niiden rakenteessa olevasta -CH=CH-COOH -
ryhmästä. Fenolisista yhdisteistä antosyaaneilla on lisäksi havaittu olevan antioksidatiivisia 
ominaisuuksia lipidien hapettumisprosessissa. Heinonen ym. (1998) tutkivat LDL-
kolesterolin (engl. low density lipoprotein) ja liposomien hapettumista fenolisten 
yhdisteiden läsnä ollessa. Tutkimuksessa todettiin marjoissa esiintyvien fenolisten 
yhdisteiden estävän sekä LDL-kolesterolin että liposomin hapettumista jopa 53,9−83,9 %. 
Fenolisten yhdisteiden antioksidatiivisuudella on lipidiaineenvaihdunnan lisäksi todettu 
olevan myönteisiä vaikutuksia sydän- ja verisuoniterveyteen sekä syöpäriskin 
vähenemiseen (Rice-Evans ym. 1997). 
 2.5 Antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden määrittäminen 
Antosyaanianalytiikassa virtsa-, veri-, ja ulostenäytteiden esikäsittelymenetelmänä on 
käytetty usein kiinteäfaasiuuttoa (SPE). Esikäsittelymenetelmän tarkoituksena on poistaa 
näytematriisista ylimääräiset komponentit, jotka hankaloittavat tutkittavien analyyttien 
jatkokäsittelyä. Polyfenolien esikäsittelyyn on aiemmin käytetty useampia erilaisia 
menetelmiä, jotka nykypäivänä on kuitenkin korvattu kiinteäfaasiuutolla aiempien 
menetelmien heikon saannon vuoksi. Antosyaanien aineenvaihduntatuotteita on määritetty 
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korkean erotuskyvyn nestekromatografian avulla (HPLC) (Wu ym. 2002; Del Bó ym. 
2009; Martí ym. 2010; Ferrerars ym. 2014a; Kalt ym. 2014) tai ultrakorkean erotuskyvyn 
nestekromatografialla (UHPLC) (Guillarme ym. 2010). UHPLC on HPLC:tä nopeampi, 
selektiivisempi ja herkempi menetelmä ja määritettävien yhdisteiden resoluutio on parempi 
(Guillarme ym. 2010). Lisäksi UHPLC-kolonnien läpi kulkeva korkea paine vaikuttaa 
yhdisteiden nopeaan retentoitumiseen. Antosyaanianalytiikassa HPLC-menetelmänä on 
käytetty käänteisfaasikromatografiaa, missä pooliton C18-faasi on osoittautunut toimivaksi 
kiinteäfaasiksi antosyaanien erottamiseen näytematriisista (Hong and Wrolstad 1990). 
Lisäksi fotodiodirivi-ilmaisimen (PDA) laaja aallonpituusalue on ollut hyödyllinen 
antosyaanien havaitsemiseen niiden korkealla aallonpituudella (>500nm). 
Aineenvaihduntatuotteiden tunnistamiseen biologisesta näytematriisista on käytetty 
massaspektrometriä (MS), jossa tyypillisenä ionisaatiotekniikkana on käytetty 
sähkösumutusionisaatiota (ESI) (Del Bó ym. 2009; Ferrars ym. 2014b; Kalt ym. 2014).  
Antosyaanien ja niiden aineenvaihduntatuotteiden kemiallisen luonteen vuoksi biologisiin 
näytteisiin sekä uutto- ja ajoliuoksiin lisätään happoa (Kalt ym. 2014), mikä pitää 
näytteiden pH:n alhaisena (~pH 2). pH vaikuttaa fenolisten yhdisteiden ionisoitumiseen 
happo-vesiliuoksissa (Riekkola ja Hyötyläinen 2000). Sopiva pH voidaan määrittää 
fenolisten yhdisteiden pKa-arvon avulla. Riittävän alhaisessa pH:ssa fenoliset yhdisteet 
esiintyvät protonoituneina yhdisteinä ja ovat vesiliuoksessa stabiileja. Näytteitä säilytetään 
lisäksi pakastettuna (-80 ºC) (Kalt ym. 2014), jotta matriisin sisältämät entsyymit 
inaktivoituvat, mikä vaikuttaa näytteiden sisältämien antosyaanien sekä niiden 
aineenvaihduntatuotteiden pysyvyyteen. 
 2.5.1 Kiinteäfaasiuutto (SPE) 
Kiinteäfaasiuuttoa käytetään paljon antosyaanianalytiikassa erityisesti silloin, kun halutaan 
määrittää analyyttien pitoisuuksia nestekromatografin ja massaspektrometrin avulla 
(Ferrars ym. 2014b). SPE on esikäsittelymenetelmä, jota käytetään näytteiden 
konsentroimiseen, puhdistamiseen sekä määritettävien analyyttien eristämiseen 
näytematriisista (Simpson ja Wells 2000). Virtsa näytematriisina sisältää paljon happoja, 
proteiineja ja suoloja, joista halutaan poistaa erityisesti suolat, jotka vaikuttavat 
määritettävien yhdisteiden ionisaatioon ja häiritsevät analyyttien jatkoanalyysejä (Ferrars 
ym. 2014a).   
SPE-laitteistoon kuuluva käänteisfaasipylväs koostuu patruunasta, jonka sisälle on 
asennettu kiinteäfaasi. Kiinteäfaasin materiaali valitaan näytematriisin ja analyytin 
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kemiallisten ominaisuuksien mukaan (Simpson ja Wells 2000). Fenolisten yhdisteiden 
kemiallinen rakenne on pääasiallisesti pooliton, minkä vuoksi fenolisten yhdisteiden 
esikäsittelymenetelmässä käytetään usein silikafaasiin sidottua poolitonta C18-faasia 
(Rodriguez-Saona ja Wrolstad 2001). Fenolisten yhdisteiden rakenteeseen on liittyneenä 
lisäksi metoksi- ja hydroksyyliryhmiä, jotka ovat poolisia ja tekevät fenolisista yhdisteistä 
vesiliukoisia (Simpson ja Wells 2000). Tyypillisimpiä SPE-laitteistossa käytettyjä 
käänteisfaasipylväitä (taulukko 2) virtsanäytteiden esikäsittelyssä ovat olleet SPE Sep-pak 
C18-faasi (Wu ym. 2002; Kay ym. 2005) ja etenkin viimeaikaisissa tutkimuksissa käytetty 
DSC18-faasi (6 mL, 1g) (Czank ym. 2013; Ferrars ym. 2014b). Lisäksi 
antosyaanianalytiikassa on käytetty Oasis HLB-käänteisfaasia (Del Bó ym. 2009), jonka 
kiinteäaine poikkeaa hieman edellä mainituista C18-faaseista. Oasis HLB-faasissa 
poolittomaan C18-faasiin on liittyneenä poolisia monomeerejä (N-vinyylipyrrolidoni) ja 
poolittomia monomeerejä (divinyylibentseeni), jotka on esitetty kuvassa 4. Näiden C18-
faasiin liittyneiden monomeerien vuoksi Oasis HLB on muita C18-faaseja hieman 
monipuolisempi kiinteäfaasi soveltuen hyvin fenolisille yhdisteille, joilla on sekä 
poolittomia että poolisia ominaisuuksia. Antosyaanit ja niiden aineenvaihduntatuotteet 
uutetaan pylväistä happo-metanoli liuoksella. Metanolin poolisuus on riittävä irrottamaan 
poolittomasta pylväästä fenoliset analyytit ja happo lisää fenolisten yhdisteiden 
stabiilisuutta (Rodriguez-Saona ja Wrolstad 2001).  
 
Kuva 4. Oasis HLB-kiinteäfaasin monomeerit N-vinyylipyrrolidoni, joka on poolinen monomeeri ja 
divinyylibentseeni, joka on pooliton monomeeri. Oasis HLB-kiinteäfaasin pohjana on silikafaasiin sidottu 
C18-faasi, johon kuvassa olevat monomeerit ovat kiinnittyneenä (Mallet ym. 2003). 
SPE:n käytön haasteena on ollut suuret liuotinmäärät, mikä lisää näytteiden käsittelyaikaa. 
Lisäksi suuret liuotinmäärät laimentavat jo ennestään pienen pitoisuuden näytteitä. Tästä 
seuraa, että näytteet konsentroidaan usein haihduttamalla liuotinmäärä minimiin. 
Haihduttaminen lisää kuitenkin analyyttien hajoamisriskiä, mikä näkyy tutkimustuloksissa 
(Rodriguez-Saona ja Wrolstad 2001).   Lisäksi suuret SPE-patruunat lisäävät näytteiden 
eluoitumisaikaa vaikuttaen näytteiden esikäsittelyn kokonaisaikaan. 
23 
 
Taulukossa 2 on esitetty antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden esikäsittelyyn käytetty 
kiinteäfaasi, kiinteäfaasiuuttoon käytetty uuttoliuotin, määritys- ja tunnistusmenetelmä 
sekä määritysmenetelmässä käytetty kolonni. Lisäksi taulukkoon on merkitty (A) ja (B) 
ajoliuokset. Taulukossa 2 on myös esitetty antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden 
alkuperäinen saantilähde. Taulukon mukaan sekä Oasis HLB että Sep Pak C18-pylväitä on 
käytetty aiemmissa tutkimuksissa paljon, kun tutkimuksen tarkoituksena on tutkia fenolisia 
aineenvaihduntatuotteita virtsanäytteissä.  
 2.5.2 Mikroskaalan kiinteäfaasiuutto (µSPE) 
Mikroskaalan kiinteäfaasiuuttoa (μSPE) on käytetty esikäsittelymenetelmänä fenolisten 
yhdisteiden määrittämiseen eläinten ja ihmisten biologisista näytteistä (Suárez ym. 2009; 
Martí ym 2010; Dudonné ym. 2014). μSPE:n käyttö antosyaanien 
aineenvaihduntatuotteiden määrittämisessä on kiinnostavaa, sillä sen on todettu olevan 
menetelmänä aiemmin käytettyä kiinteäfaasiuuttoa nopeampi menetelmä, johon kuluu 
vähemmän reagensseja. Lisäksi µSPE:n takaisinsaannon on todettu olevan korkeampi, kuin 
SPE:tä käytettäessä (Martí ym 2010). 
μSPE soveltuu näytteiden esikäsittelyyn, jossa määritettävät analyytit esiintyvät erittäin 
pieninä pitoisuuksina ja näytemäärät ovat pieniä (Dudonné ym. 2014).  Tämän vuoksi 
μSPE:n on todettu soveltuvan hyvin muun muassa verinäytteiden esikäsittelyyn, kun 
halutaan määrittää fenolisten yhdisteiden aineenvaihduntatuotteita (Martí ym. 2010). 
μSPE:n hyötyjä ovat pienen näyte- ja liuotinmäärän lisäksi nopea näytteen eluoituminen 
johtuen pienestä määrästä patruunan läpikulkevaa nestettä. Näin ollen kokonaiseluointiaika 
on pienempi verrattuna tavanomaiseen SPE:hen. Martí ym. (2010) havaitsivat 
tutkimuksessaan eluointiajan lyhentyvän kahdesta tunnista kymmeneen minuuttiin, kun 
käytettiin μSPE:tä tavanomaisen SPE:n sijaan. Pienen liuotinmäärän lisäksi näytteitä ei 
tarvinnut uuton jälkeen konsentroida, mikä on μSPE:n huomattava etu. 
Konsentroimattomien näytteiden saanto oli parempi kuin tavanomaisella SPE:llä 
esikäsiteltynä, sillä analyyttien hajoamista tapahtui vähemmän. Konsentroinnin 
poistaminen näytteiden esikäsittelystä alensi myös näytteiden käsittelyaikaa (Dudonné ym. 
2014; Martí ym. 2010). μSPE:n patruunat sisältävät lisäksi huomattavasti vähemmän 
analyyttejä sitovaa kiinteääainesta (2 mg), kun tavanomaisen SPE:n patruunoissa 
kiinteääainetta voidaan käyttää jopa 5-60 mg. Lisäksi näytteen määrä on huomattavasti 
alhaisempi (350 μl) tavanomaiseen kiinteäfaasiuuttoon verrattuna (1 mL) (Martí ym. 
2010). 
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Taulukko 2. Virtsanäytteistä kiinteäfaasiuuton avulla eristettyjen antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden määritysmenetelmät, menetelmiin käytetty ajoliuos, 
kiinteäfaasipylväs ja anlyyttien eristämiseen käytetty uuttoliuotin. 
 
Näyte Näyte- 
matriisi 
Kiinteäfaasipylväs Uuttoliuotin Määritys- 
menetelmä 
HPLC(A) 
 ja (B) ajoliuokset 
Lähde 
13
C5-C3G Ihmisen 
virtsa 
DSC-18 - HPLC-MS/MS, 
Kolonni PFP  
(A) 0,1 % HCOOH/vedessä,  
(B) 0,1 % HCOOH /ACN 
Czank ym. 
2013 
Seljanmarja- ja mustikka-
uute 
Ihmisen 
virtsa 
Sep-Pak 
C-18 
5% HCOOH, 
MeOH 
HPLC-DAD, 
Kolonni SB-C18 
(A) 5% HCOOH/ vedessä, 
 (B) Metanoli 
Wu ym. 
2002 
Mustikkamehu (Vaccinium 
myrtillus) 
Ihmisen 
virtsa 
HLB Oasis 0,1% TFA,  
5% MeOH 
HPLC-ESI-MS-
MS, Kolonni PFP 
(A) 2% HCOOH,  
(B) 2%HCOOH/ 90% ACN 
Kalt ym. 
2014 
Mustikkapitoinen 
ruokavalio (Vaccinium 
angustifolium) 
Rottien 
virtsa 
HLB Oasis 0,1% TFA, 
Metanoli 
UHPLC-MS/MS, 
Kolonni HSS C18  
(A) TFA 0.1%, 
 (B) Metanoli/ACN/ 0,1% 
TFA (22:22:56) 
Del Bó 
ym. 2009 
Seljanmarjoista eristettyjä 
antosyaaneja  
Ihmisten 
virtsa 
DSC-18 1% HCOOH, 
MeOH 
HPLC-MS/MS, 
Kolonni PFP 
(A) 0,1% HCOOH/ vesi,  
(B) 0,1 % HCOOH/ACN 
Ferrars 
ym. 2014b 
Puolukka, metsä- 
mustikka 
Ihmisten 
virtsa 
Sep-Pak C-18 - HPLC-DAD, 
Kolonni C-18 
(A) 0,1% HCOOH,  
(B)  100% ACN 
Nurmi ym. 
2009 
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 3 KOKEELLINEN TUTKIMUS  
 3.1 Työn tavoite 
Tutkimuksen tavoitteena oli kehittää pienen mittakaavan kiinteäfaasiuuttomenetelmä 
(µSPE) virtsanäytteille, joista määritetään fenolisia aineenvaihduntatuotteita. 
Uuttomenetelmää käytettiin virtsanäytteiden puhdistamiseen, jotta fenolisten 
aineenvaihduntatuotteiden havaitseminen näytteistä olisi helpompaa. µSPE:n toimivuutta 
arvioitiin saantokokeiden avulla. Tutkimuksessa vertailtiin lisäksi kahden hapon vaikutusta 
fenolisten aineenvaihduntatuotteiden uuttumiseen. Työssä tarkasteltiin lisäksi uusia 
mahdollisia fenolisia aineenvaihduntatuotteita, jotka tunnistettiin massaspektrometrin (MS) 
avulla.  
Työ suoritettiin osana EU-rahoitteista BACCHUS-hanketta (engl. Beneficial effects of 
bioactive compounds in humans, 2012-2016). Tutkimuksessa optimoidun pienen 
mittakaavan kiinteäfaasiuuttomenetelmän (μSPE) soveltuvuutta antosyaanien 
aineenvaihduntatuotteiden esikäsittelymenetelmänä hyödynnettiin Serbiassa suoritetun 
kliinisen tutkimuksen virtsanäytteiden analytiikkaan. Kliinisessä kokeessa tutkittiin 
aroniamehun fenoliyhdisteiden vaikutusta sydän- ja verisuonitautien riskitekijöihin.  
 3.2 Materiaalit 
 3.2.1 Liuottimet 
Työssä käytettävät liuottimet hankittiin samalta valmistajalta (Sigma-Aldrich, Saksa). 
Näytteiden käsittelyyn ja määritysmenetelmän ajoliuoksiin käytettiin muurahaishappoa 
(HCOOH) (puhtaus ≥ 98%), trifluoroetikkahappoa (TFA) (puhtaus ≥ 99%), metanolia 
(puhtaus ≥ 99,9%) ja asetonitriilia (ACN) (puhtaus ≥ 99,9%, Sigma-Aldrich, Israel). 
 3.2.2 Puhdasaineet 
Puhdasaineet hankittiin Extrasyntéseltä (Genay, Ranska). Fenolisten yhdisteiden 
punnitsemiseen käytettiin mikrovaakaa (Sartorius, ME5, punnitusalue: 1µg-5,1mg, 
luotettavuus: ≥1µg, toistettavus: ≤ ±1µg). Työssä käytettyjä fenolisia yhdisteitä olivat 
ferulahappo (CAS 537-98-4, Lot. 12121139), syanidiini-3-glukosidi (puhtaus ≥96%, CAS 
7084-24-4, Lot. 12121138), syanidiini (CAS 528-58-5, erä 36), hippurihappo (CAS 495-
69-2, Lot. 12121111), vanilliinihappo (CAS121-34-6, Lot. 12121119), 
26 
 
homovanilliinihappo (puhtaus ≥ 95%, CAS 306-08-1, Lot 12121101), 4-kumariinihappo 
(CAS 7400-08-0, Lot. 121211252), sinappihappo (CAS 530-59-6, Lot. 130612201), 
kahvihappo (CAS 331-39-5, Lot. 12121135), protokatekiinihappo (PCA) (CAS 99-50-3, 
Lot. 121211231) ja 3,4-dihydroksifenyylietikkahappo (DOPAC) (102-32-9, Lot 
12121102). Kaikkien fenolisten yhdisteiden puhtautta (%) ei ollut saatavilla. Syanidiini-3-
glukosidia ja syanidiinia säilytettiin -20 ⁰C:n lämpötilassa ja muita fenolisia yhdisteitä 
jääkaappilämpötilassa (+6-8⁰C). Tutkimuksessa käytettiin lisäksi BACCHUS-
tutkimushankkeessa (Institute of Food Research (IFR), Norwich, UK) syntetoituja PCA-
johdannaisia (1 mg/ml tislattua vettä, MQ), joita olivat PCA-4-glukuronidi, PCA-3-
sulfaatti ja PCA-4-sulfaatti. Edellä mainittujen PCA-johdannaisten lisäksi työssä käytettiin 
IFR:n toimittamaa PCA-3-glukuronidia (TRC, CAS 953037-17-7). Kaikkia työssä 
käytettyjä PCA-johdannaisia säilytettiin eksikaattorissa -20 ⁰C: lämpötilassa.   
 3.2.3 Näytteet 
Virtsanäytteet 
Tutkimuksessa käytettiin kolmea erilaista virtsanäytettä. μSPE-menetelmän optimointiin 
käytettiin vuorokausivirtsaa, joka oli kerätty kolmen vuorokauden mittaisen 
antosyaanivapaan ruokavaliojakson jälkeen (0-virtsa). Jakson jälkeen koehenkilöt nauttivat 
600 ml mustaherukkamehua (höyrymehu, kotitekoinen), minkä jälkeen kerättiin 
vuorokausivirtsa. Mustaherukkamehua nauttineiden koehenkilöiden vuorokausivirtsaa 
käytettiin µSPE-menetelmässä käytettävän hapon optimointiin. Näytteitä säilytettiin  
-20 ⁰C:n lämpötilassa kahden kuukauden ajan. Mustaherukkamehu valittiin antosyaanien 
lähteeksi sen yksinkertaisen ja runsaan antosyaanikoostumuksen vuoksi aroniamehun 
sijaan, sillä aroniamehulla (600 ml) toteutettu pienimuotoinen ihmiskoe epäonnistui 
(koehenkilöt voivat pahoin juotuaan tanniinipitoista mehua).  
Optimoitua uuttomenetelmää sovellettiin kliinisen tutkimuksen virtsanäytteiden 
antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden esikäsittelymenetelmänä. Virtsanäytteet olivat 
peräisin osana BACCHUS-hanketta Serbiassa suoritettua kliinistä tutkimusta, missä 
tutkittiin aroniamehun fenoliyhdisteiden vaikutusta sydän- ja verisuonitautien 
riskitekijöihin. Virtsanäytteet olivat koehenkilöiden aamuvirtsaa, joka oli kerätty neljän 
viikon pituisen tutkimusajanjakson päätteeksi. Tutkimusajanjaksolla koehenkilöt olivat 
nauttineet päivittäin 100 ml aroniamehua (Nutrika, Serbia). Kerta-annoksen fenolipitoisuus 
oli 1 g kokonaisfenolipitoisuutena mitattuna.  
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Tähän työhön valittiin kymmenen koehenkilön virtsanäytteet, jotka nimettiin seuraavasti: 
63/7, 8/7, 32/7, 84/7, 54/7, 7/7, 14/7, 33/7, 73/7 ja 80/7. Virtsanäytteitä oli säilytetty -20 
°C:n lämpötilassa noin 10 kuukauden ajan.   
Aroniamehu 
Aroniamehun antosyaanikoostumuksen (%) määrittämiseen käytettiin laimentamatonta 
aroniamehua (Nutrika, Serbia).  Aroniamehua säilytettiin -20 °C:n lämpötilassa kahden 
vuoden ajan (Pakattu 11/2013; Avattu ja pakastettu 11/2013). 
Seurantanäyte 
UHPLC-laitteiston toimivuutta tarkasteltiin tutkimusryhmän seurantanäytteen avulla. 
Seurantanäytteenä käytettiin puolukkamehua (Meritalo Suomalainen Puolukkamehu 
Lingonsaft, EP 13.1.2014), jota säilytettiin pakastettuna -20⁰C:n lämpötilassa. 
Seurantanäyte valmistettiin sulattamalla mehu huoneenlämmössä ja sekoittamalla 
huolellisesti. Tämän jälkeen mehusta valmistettiin laimennos (1:2), joka sekoitettiin. 
Laimennosta suodatettiin 0,2 µm:n suodattimen (GHP membrane 13mm, PALL GHP 
Acrodisc) läpi UHPLC-näytepulloon (Waters, 12x32mm) noin 1 ml.  Puolukkamehu 
sisältää syanidiini-3-glukosidia, jonka retentioaikaa ja pinta-alaa UHPLC-analyysissä 
seurattiin. Seurantanäyte lisättiin jokaiseen näyteajoon. Mikäli seurantanäytteen 
retentioajoissa tai pinta-alassa todettiin pientä vaihtelua, se otettiin huomioon näytteiden 
tuloksia tarkasteltaessa.  
Malliaineet 
Virtsanäytteistä tunnistettiin fenolisia yhdisteitä niiden retentioaikojen ja 
spektrofotometristen ominaisuuksien perusteella. Tunnistenäytteinä käytettiin syanidiinia, 
hippurihappoa, 4-kumariinihappoa, sinappihappoa, kahvihappoa, 3,4-
dihydroksybentsoehappoa, vanilliinihappoa sekä sen isomeeriä, homovanilliinihappoa ja 
IFR:n toimittamia PCA-johdannaisia. Jokaisesta yhdisteestä valmistettiin ensin kantaliuos 
(1 mg/5 ml), josta valmistettiin edelleen laimennos 1:10. Kyseisten yhdisteiden retentioajat 
ja absorptiospektri määritettiin UHPLC:n avulla, johon oli liitetty fotodiodirivi- (PDA) ja 
fluoresenssi-ilmaisin (FLR). 
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 3.2.4 Laitteet 
µSPE 
Virtsanäytteiden esikäsittelymenetelmänä fenolisten aineenvaihduntatuotteiden 
määrittämiseen käytettiin mikroskaalan kiinteäfaasiuuttoa (µSPE, ultra low elution volume 
96-well plate, Waters). Työssä käytetyn µSPE-uuttolaitteiston uuttokammio on esitetty 
kuvassa 5. Mikroskaalan kiinteäfaasiuuttolaitteiston käänteisfaasipylväinä käytettiin Oasis 
HLB -käänteisfaasipylväitä. Käänteisfaasipylväiden kiinteäaineen (2 mg) partikkelikoko 
oli 30 µm. Käänteisfaasipylväiden sitova-aines koostui C18-faasiin sidotuista 
hydrofiilisestä (C4H6NO, N-vinyylipyrrolidoni) ja lipofiilisestä (C6H6, divinyylibentseeni) 
molekyylin osasta. µSPE-pylväiden aktivoinnin yhteydessä käytettiin hävikkiastiaa 
(Waters, Waste tray). Virtsanäytteet eluoitiin käänteisfaasipylväiden läpi alipaineen avulla 
(Waters, µElution Manifold) 96-paikkaiselle kiinteäfaasiuuttolevylle (Waters µElution 96-
well plate). 
 
Kuva 5. µSPE-uuttokammio (Waters, USA), johon asetettiin 96-paikkainen käänteisfaasipylväslevy, 96-
paikkainen kiinteäfaasiuuttolevy ja jäteastia. 
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UHPLC-PDA-FLR 
Virtsanäytteiden fenolisten aineenvaihduntatuotteiden määrittämiseen käytettiin Kyllin ym. 
(2011) kehittämää UHPLC-menetelmää.  UHPLC:hen (Waters Acquity) oli liitetty 
fotodiodirivi-ilmaisin (210-600 nm) (Waters Acquity) ja fluoresenssi-ilmaisin (Waters 
Acquity), jonka viritysaallonpituus oli 280 nm ja emissioaallonpituus 325 nm. Laitteisto 
sisälsi myös binääripumpun (Water Acquity), kolonniuunin ja näytteensyöttöyksikön 
(Waters, Acquity).  
Yhdisteiden erottumiseen käytettiin C18-käänteisfaasikolonnia (HSS T3, High Strenght 
Silica Waters) 2,1 x 150 mm, jonka partikkelikoko oli 1,8 µm, sekä esikolonnia (1,8 µm, 
Waters).  
UHPLC-QTOF-MS 
Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteissä esiintyvien merkittävimpien tuntemattomien 
yhdisteiden tunnistamiseen käytettiin massaspektrometriä (MS) (Waters Synapt G2 Si). 
Yhdisteiden määritysmenetelmänä käytettiin samaa menetelmää (UHPLC-PDA) (Kylli 
ym. 2011), kuin työssä määritettävien fenolisten yhdisteiden määritykseen. Molekyylien 
ionisaatiotekniikkana käytettiin sähkösumutusionisaatiota (ESI) ja massa-analysaattorina 
yhdistettyä kvadrupoli-lentoaikamassa-analysaattoria (QTOF). Tulostenkäsittely-
ohjelmistona käytettiin MassLynx (4.1) -ohjelmistoa. Muut massaspektrometrin parametrit 
on ilmoitettu taulukossa 3.  
Taulukko 3. Massaspektrometrin (Waters Synapt G2 Si) parametrit.  
 ES+ ES- 
Resoluutio moodi, Jatkuva (Continum)  
MS
E
 (Fragmentointi) (V) 20-70  20-70  
TIC (Full Scan) (V) 4  4  
Massan toiminta-alue (m/z) 50-1200 50-1200 
Kapillarijännite (kV)  0,5  2,5 
Lämpötilat (°C)   
Ionisaatiolähde  120 120 
Kuivauskaasu  600 600 
Kalibraatiokorjaus, leusiini enkefaliini [M+H
+
] m/z 556.2771  [M-H] m/z 554.2615 
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Molekyyli-ionien ja fragmentti-ionien massa-varaussuhde (m/z) esitettiin sekä 
negatiivisesti että positiivisesti varautuneina ioneina. Molekyylien kantokaasuna käytettiin 
N2typpeä ( ). Massaspektrometrin kalibrointiaineena käytettiin natriumformiaattia 
(HCOONa). Massaspektrometriseen määritykseen valitun kliinisen tutkimuksen 
virtsanäytteen 80/7 pesufraktion injektiovolyymi oli 2µl ja virtsanäytteen 73/7 
metanolifraktion injektiovolyymi oli 5 µl. Molekyyli-ionin ja fragmentti-ionien avulla 
pyrittiin tunnistamaan kliinisen tutkimuksen virtsanäytteistä valitut tuntemattomat 
yhdisteet. 
 3.3 Menetelmät 
 3.3.1 Virtsanäytteiden esikäsittelyn optimointi    
Virtsanäytteiden esikäsittelyn optimointiin käytettiin mikroskaalan kiinteäfaasiuuttoa. 
µSPE-uuton pohjana käytettiin BACCHUS-tutkimusryhmän laatimaa työohjetta (µSPE-
uutto SHIME-näytteille (BACCHUS), 2015.1, 05.01.2015, TK). Optimoinnin 
tarkoituksena oli selvittää kumpi happo (HCOOH vai TFA) soveltuu paremmin fenolisten 
aineenvaihduntatuotteiden µSPE-uuttoon. Tarkoituksena oli lisäksi tarkastella µSPE-
menetelmän osalta fenolisten yhdisteiden mahdollista hävikkiä pesuveden mukana sekä 
antosyaanien mahdollista eluoitumista asetonitriiliin (Kalt ym. 2014).  µSPE-uutettujen 
virtsanäytteiden tuloksia verrattiin puhdistamattomien virtsanäytteiden UHPLC-analyysiin. 
Eri toimenpiteiden vaikutusta tutkittiin saantokokeiden avulla.  
Virtsanäytteiden käsittely ennen µSPE-uuttoa 
Virtsanäytteet sulatettiin samana aamuna, jolloin näytteet analysoitiin. Näytteet sekoitettiin 
huolellisesti ennen niiden käsittelyn alkua. Näytteet pyrittiin suojaamaan valolta ja 
lämmöltä koko esikäsittelyprosessin ajan. Virtsassa tavallisesti esiintyvät yhdisteet, kuten 
suolat ja proteiinit saostettiin virtsanäytteistä vahvan hapon avulla ennen µSPE-uuttoa, sillä 
ne hankaloittavat näytteiden esikäsittelyä ja analysointia. Saostukseen käytettiin joko  
1,5-prosenttista TFA-vesiliuosta (pH 1,5) tai 25-prosenttista muurahaishappo-vesiliuosta 
(pH 1,5). Virtsanäytteitä (500 µl), joihin oli lisätty vahvaa happoa (10 µl) sentrifugoitiin 
(10 000 g) 10 minuuttia esijäähdytetyllä (+4 °C) pöytäsentrifuugilla (Sigma, 1-14K, 
Saksa). Näytteissä erottunut supernatantti otettiin talteen µSPE-uuttoa varten. Saostumia ei 
kerätty talteen.  
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µSPE-uutto 
µSPE-uuttoa varten käänteisfaasipylväät aktivoitiin ensin laimeiden happoliuosten avulla. 
Pylväiden aktivointiin käytettiin samaa happo-vesiliuosta ja happo-metanoliliuosta mitä 
pylväiden pesuun ja fenolisten aineenvaihduntatuotteiden keräämiseen käytettiin. 
Happoliuoksina käytettiin joko 1-prosenttista muurahaishappo-vesiliuosta (pH 2,24) ja 
vastaavaa metanoliliuosta tai 0,1-prosenttista TFA-vesiliuosta (pH 1,99) ja vastaavaa 
metanoliliuosta. Molempia happoliuoksia lisättiin 1 x 200 µl pylväiden aktivoimiseksi, 
minkä jälkeen pylväiden läpi eluoitiin virtsanäytteistä eroteltu supernatantti (~500 µl).  
Näyte eluoitiin alipaineen avulla 96-paikkaiselle uuttolevylle (näytevesi), minkä jälkeen 
µSPE-pylväitä pestiin happo-vesiliuoksella 2 x 200 µl (pesuvesi), jotta veteen liuenneet 
yhdisteet erottuisivat pylvääseen pidättyvistä yhdisteistä. Molemmat pesuvedet (pesu 1 ja 
pesu 2) sekä näytteen mukana ensimmäisenä eluoitu näytevesi koottiin samalle 
kuoppalevylle (96-well plate) (pesufraktio) ja siirrettiin UHPLC-näytepulloon 
analysoitavaksi. Tämän jälkeen µSPE-pylväiden läpi eluoitiin happo-metanoliliuos (200 
µl), jonka tarkoituksena oli kerätä pylvääseen pidättyneet antosyaanit ja fenoliset 
aineenvaihduntatuotteet erilliseen fraktioon. Virtsanäytteen metanolifraktio siirrettiin 
UHPLC-näytepulloon. Molemmat fraktiot analysoitiin UHPLC-PDA-FLR-
määritysmenetelmän avulla.  
Puhdistamattomat virtsanäytteet 
µSPE:llä puhdistettujen virtsanäytteiden lisäksi tutkittiin puhdistamattomia virtsanäytteitä, 
minkä tarkoituksena oli todentaa µSPE-puhdistuksen mahdollinen etu. Puhdistamattomat 
virtsanäytteet happokäsiteltiin vahvalla hapolla (1,5 %:nen TFA tai 25 %:nen HCOOH) ja 
sentrifugoitiin µSPE-puhdistettujen virtsanäytteiden tapaan. Näytteitä ei uutettu µSPE:llä 
vaan näytteiden supernatantit suodatettiin suoraan 0,2 µm:n (13 mm GHP Acrodisc) 
membraanisuodattimen läpi UHPLC-näytepulloon ja analysoitiin UHPLC-PDA-FLR-
laitteistolla.   
Uuttomenetelmän valinta 
Virtsanäytteiden µSPE-esikäsittelyä ja näytteissä esiintyvien fenolisten 
aineenvaihduntatuotteiden analysointia varten testattiin kolmea eri menetelmää, jotka on 
esitetty taulukossa 4. Menetelmän testaamiseen käytettiin mustaherukkamehua 
nauttineiden koehenkilöiden vuorokausivirtsaa. 
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Taulukko 4. Biologisista näytteistä määritettävien fenolisten aineenvaihduntatuotteiden esikäsittelyä varten 
testattavien esikäsittelymenetelmien näytematriisi, esikäsittelymenetelmä, käänteisfaasipylväs ja näytteiden 
eluointiin käytetty happo. Kaikille menetelmille yhteistä oli metanolifraktion kerääminen, mitä ei ole 
mainittu taulukossa erikseen. 
Menetelmä Näyte Esikäsittelymenetelmä, 
käänteisfaasipylväs 
Happo Pesu-
fraktiot 
ACN-
HCOOH 
Kalt ym. 
(2014) 
Virtsa µSPE, (Oasis HLB 
2mg, partikkelikoko 
30µm) 
0,1 % TFA Ei 
kerätty 
Kerättiin 
SHIME*  Suolisto-
näyte, 
vatsahapot 
µSPE, (Oasis HLB 
2mg, partikkelikoko 
30µm) 
1 % 
HCOOH 
Ei 
kerätty 
Ei kerätty 
KarniMari** ulostevesi µSPE, (Oasis HLB 
2mg, partikkelikoko 
30µm 
1 % 
HCOOH 
Ei 
kerätty 
Ei kerätty 
Tässä työssä Virtsa µSPE (Oasis HLB 2mg, 
partikkelikoko 30µm) 
0,1 % TFA Kerättiin Ei kerätty 
*BACCHUS-projektin tutkimus antosyaanien aineenvaihduntatuotteista suolistomallissa, 
näytteiden analyysi elintarvikekemian laboratoriossa. 
**Kliininen interventiokoe Elintarvike- ympäristötieteiden laitoksen ravitsemustieteen 
osastolla, näytteiden analyysi elintarvikekemian laboratoriossa. 
Tässä työssä sovellettiin Kaltin ym. (2014) tutkimukseen perustuvaa menetelmää, jossa 
virtsanäytteiden esikäsittelyyn käytettiin mikroskaalan kiinteäfaasiuuttoa (µSPE), kun 
näytteistä määritettiin antosyaanien aineenvaihduntatuotteita. Kaltin ym. (2014) 
tutkimuksessa käänteisfaasipylvään (Oasis HLB µelution plates (30µm) 2 mg patruunat) 
pesuun käytettiin 0,1-prosenttista TFA-vesiliuosta ja antosyaanien aineenvaihduntatuotteet 
kerättiin 0,1 %:sella TFA-metanoliliuoksella, minkä jälkeen pylväs pestiin 1,2 %:sella 
asetonitriili (ACN)- 2 %:sella muurahaishappoliuoksella. ACN-HCOOH-liuos kerättiin 
TFA-metanoliliuoksen kanssa samaan fraktioon ja aineenvaihduntatuotteiden pitoisuus 
määritettiin HPLC:llä. Pesufraktioita ei kerätty tutkimuksessa erikseen. 
ACN-HCOOH-liuoksen vaikutusta fenolisten aineenvaihduntatuotteiden eluoimiseen 
µSPE-pylväistä arvioitiin kliinisen tutkimuksen virtsanäytteellä 64/7. Näyte analysoitiin 
UHPLC-PDA-FLR-analyysimenetelmällä. Fraktion kerääminen todettiin hyödyttömäksi, 
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sillä näytteessä ei havaittu antosyaaneja tai muita fenolisia yhdisteitä. Fraktion kerääminen 
jätettiin tästä syystä pois uuttomenetelmästä.  
Tässä tutkimuksessa 0,1-prosenttisen TFA:n (Kalt ym. 2014) lisäksi käytettiin 
vaihtoehtoisesti 1-prosenttista muurahaishappoa. Tätä sovellusta oli aikaisemmin käytetty 
kahdessa eri tutkimushankkeessa, joissa elintarvikekemian laboratoriossa määritettiin 
fenolisia aineenvaihduntatuotteita vatsa- ja suolistonäytteistä (BACCHUS SHIME) sekä 
ulostevesinäytteistä (KarniMari) (taulukko 4).  Lisäksi työssä testattiin menetelmää, missä 
1-prosenttinen HCOOH korvattiin 0,1-prosenttisella TFA:lla, mutta ilman ACN-HCOOH 
pesua.  
 3.3.2 Menetelmän soveltuvuuden testaaminen (saantokokeet) 
Menetelmän soveltuvuutta virtsamatriisin esikäsittelyyn testattiin saantokokeiden avulla. 
Ennen varsinaisia saantokokeita fenolisten yhdisteiden käyttäytymistä µSPE-uutossa 
arvioitiin kolmella fenolisella yhdisteellä: ferulahapolla, 3,4-
dihydroksyfenyylietikkahapolla (DOPAC) ja syanidiinilla, jotka havaittiin eri 
aallonpituuksilla. Näytteenä käytettiin aroniamehua juoneiden koehenkilöiden virtsaa 
(virtsanäyte 64/7). Virtsanäytteestä analysoitiin puhdistamaton ja µSPE-puhdistettu näyte. 
Tarkoituksena oli saada tietoa fenolisten aineenvaihduntatuotteiden käyttäytymisestä 
µSPE-pylväässä ennen varsinaisia saantokokeita. Näytteitä ei analysoitu rinnakkaisina, 
sillä näytteen määrä ei ollut riittävä. 
Fenolisista yhdisteistä (ferulahappo, DOPAC, syanidiini) valmistettiin lisäysliuos 0,1 
%:seen TFA-vesiliuokseen (1 mg fenolista yhdistettä/ 250 ml 0,1 %:sta TFA-vesiliuosta). 
Lisäysliuos lisättiin virtsanäytteeseen vasta sentrifugoinnin jälkeen. Lisäysliuoksen avulla 
voitiin tarkastella yhdisteiden saantoa ja sitä kuinka paljon fenolista yhdistettä menetetään 
esikäsittelyn (µSPE) aikana. µSPE-puhdistetusta virtsanäytteestä kerättiin erikseen kolme 
pesufraktiota (näytevesi, 2 x pesu), metanolifraktio sekä Kaltin ym. (2014) menetelmässä 
käytetty ACN-HCOOH-fraktio.  Näytteet analysoitiin UHPLC-PDA-FLR-
määritysmenetelmällä.  
Varsinaisiin menetelmän toimivuutta kuvaaviin saantokokeisiin valittiin kuusi erilaista 
fenolista yhdistettä, jotka valittiin niiden ominaisuuksien perusteella. Tarkoituksena oli 
valita fenolisia yhdisteitä, jotka eluoituvat eri aikaan kromatogrammissa ja joilla oli 
erilaiset spektrofotometriset ominaisuudet. Saantokokeissa määritettävien yhdisteiden 
valinta perustui lisäksi Ferrarsin ym. (2014a) tutkimuksessa tehtyyn antosyaanien 
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aineenvaihduntatuotekaavioon, joka on esitetty myös tässä työssä kuvassa 3 (2.3.3).  
Valitut fenoliset yhdisteet olivat syanidiini-3-glukosidi, homovanilliinihappo, ferulahappo, 
PCA ja DOPAC sekä hippurihappo. Fenolisista yhdisteistä valmistettiin kantaliuokset 
taulukon 5 mukaisesti. Fenolihappoja punnittiin µSE vaa’alla noin 1 mg, paitsi 
hippurihappoa, jota punnittiin 5 mg. Hippurihapon vaste oli pieni verrattuna fenolisiin 
yhdisteisiin, minkä vuoksi sitä punnittiin viisinkertainen määrä.  Fenoliset yhdisteet 
liuotettiin 0,5-prosenttiseen muurahaishappo-vesiliuokseen, mikäli saantokoe suoritettiin 
HCOOH:lla, tai 0,1-prosenttiseen trifluorietikkahappo-vesiliuokseen, mikäli saantokokeet 
suoritettiin TFA:lla. Kantaliuokset valmistettiin edellisenä päivänä paitsi 3,4-
dihydroksyfenyylietikkahapon kantaliuos. DOPAC:in kantaliuos valmistettiin samana 
päivänä, sillä DOPAC on herkästi hajoava yhdiste vesiliuoksessa.  
Kantaliuokset valmistettiin niin, että fenolisten yhdisteiden vasteet UHPLC-
kromatogrammissa vastaisivat samaa suuruusluokkaa toisiinsa nähden, jotta määritettävät 
yhdisteet voitiin kvantitoida samasta virtsanäytteestä. Kantaliuoksia säilytettiin -20 ᵒC:n 
lämpötilassa seuraavaan päivään. Kantaliuokset sulatettiin samana päivänä, jolloin 
saantokokeet suoritettiin. Kantaliuoksista valmistettiin laimennokset (1 ml/10 ml) kahteen 
10 ml mittapulloon (lisäysliuos 1 ja 2).  
Taulukko 5. µSPE:n optimointiin käytetyt fenoliset yhdisteet sekä yhdisteiden konsentraatiot näytteisiin 
lisättävässä liuoksessa. 
Fenoliyhdiste Kantaliuos Lisäysliuoksen 
konsentraatio (mg/ ml) 
Näytteisiin lisättävä 
lisäysliuos (nr) 
Hippurihappo 5 mg/5 ml 0,100 2 
Ferulahappo 1 mg/25 ml 0,004 1 
DOPAC 1 mg/5 ml 0,020 2 
PCA 1 mg/10 ml 0,010 1 
Syanidiini-3-glukosidi 1 mg/5 ml 0,020 2 
Homovanilliinihappo 1 mg/5 ml 0,020 1 
 
Homovanilliinihappo, PCA ja ferulahappo muodostivat näytteisiin lisättävän liuoksen 1 
(lisäysliuos 1, taulukko 5) ja syanidiini-3-glukosidi, DOPAC ja hippurihappo muodostivat 
lisättävän liuoksen 2 (lisäysliuos 2, taulukko 5). Lisäysliuokset (50 µl) lisättiin 0-virtsaan 
kolmena rinnakkaisena toistona. Näytteet käsiteltiin µSPE-uuton mukaisesti ja fenoliset 
yhdisteet määritettiin UHPLC-PDA-FLR-menetelmällä ja kvantitoitiin ulkoisen standardin 
avulla. Lisäksi 0-virtsasta valmistettiin puhdistamattomat virtsanäytteet, joiden avulla 
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tarkasteltiin saantokokeissa määritettävien yhdisteiden mahdollista esiintymistä luontaisena 
aineenvaihduntatuotteena. Puhdistamattomat virtsanäytteet analysoitiin kolmena 
rinnakkaisena toistona UHPLC-PDA-FLR-menetelmällä.  
Saantoprosentti muodostui metanolifraktiosta määritettävien fenolisen yhdisteiden 
määrästä suhteessa virtsanäytteisiin lisättyihin fenolisten yhdisteiden määrään. 
Saantoprosenttia laskettaessa otettiin huomioon fenolisten yhdisteiden luonnollinen 
pitoisuus virtsanäytteessä.  
 3.3.3 Fenolisten aineenvaihduntatuotteiden UHPLC-PDA-FLR -analyysi  
Puhdistamattomien ja µSPE-puhdistettujen virtsanäytteiden fenoliset 
aineenvaihduntatuotteet määritettiin UHPLC-PDA-FLR -määritysmenetelmällä (Kylli ym. 
2011) ja kvantitoitiin ulkoisen standardin avulla. UHPLC-menetelmän liikkuvana faasina 
oli liuokset: (A)  0,5 %:nen HCOOH tislatussa vedessä (MQ) (pH 2,32) ja (B) 0,5 %:nen 
HCOOH asetonitriilissä. Lähtötilanteessa A-liuos oli 100 % ja B-liuos 0 %. Liikkuvan 
faasin virtausnopeus oli 0,5 ml/ min. Gradientti B-liuoksen osuuden (%) mukaan oli 
seuraava: 0-1 min 0 %; 1-3,5 min, 0-6 %; 3,5-9,8 min, 6-10 %; 9,8-16 min, 10-16 %; 16-19 
min,16 %; 19-21 min, 16-24 %; 21-23 min, 24-32 %; 23-25 min, 32-64 %; 25-27 min, 64 
%; 27-28 min, 64-0 %. Näytteensyöttöyksikön lämpötila oli +10 °C ja kolonniuunin 
lämpötila +40 °C. Injektiotilavuus oli 5 µl. Fenoliset yhdisteet tunnistettiin neljällä eri 
aallonpituudella. Hippurihappo tunnistettiin aallonpituudella 260 nm, 
hydroksibentsoehapot (OHB) aallonpituudella 280 nm, hydroksikanelihapot (OHC) 
aallonpituudella 320 nm ja antosyaanit aallonpituudella 520 nm.  
Fenolisten yhdisteiden kvantitoimista varten muodostettiin standardisuorat yhdisteistä, 
joiden spektrit edustivat mahdollisimman kattavasti fenolisten yhdisteiden 
spektrofotometrisiä ominaisuuksia. Ferulahapon, PCA:n ja syanidiini-3-glykosidin 
standardisuorat oli valmistettu aiemmin tutkimusryhmän toimesta.  PCA:n standardisuoraa 
käytettiin 280 nm:n aallonpituudella esiintyvien yhdisteiden kvantitoimiseen. Ferulahapon 
standardisuoran avulla kvantitoitiin vastaavasti yhdisteitä, jotka esiintyivät aallonpituudella 
320 nm ja syanidiini-3-glukosidin standardisuoran avulla kvantitoitiin yhdisteitä, jotka 
esiintyivät aallonpituudella 520 nm. Hippurihapon ja DOPAC:in standardisuoran yhtälöä 
käytettiin vain ko. yhdisteiden määrittämiseen. Standardisuoraa varten valmistettiin 
kantaliuos (1 mg/5 ml), josta valmistettiin edelleen laimennossarja 1:3, 1:12, 1:24 ja 1:48. 
Samaa laimennosta injektoitiin kolmea eri tilavuutta: 1 µl, 2,5 µl ja 5 µl. Jokaisen 
yhdisteen standardisuora muodostui yhteensä 12 eri standardipisteestä.  Laimennokset 
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analysoitiin UHPLC-PDA-FLR -määritysmenetelmän avulla.  Laimennoksien avulla 
muodostettiin standardisuora, jossa yhdisteestä muodostuvan piikin pinta-ala kuvasti x-
akselia ja kvantitoitu määrä fenolista yhdistettä (ng/injektio) y-akselia. Standardisuoran 
yhtälöä käytettiin näytteistä havaittujen fenolisten yhdisteiden pitoisuuden määrittämiseen.  
 3.3.4 Menetelmän soveltaminen kliinisen tutkimuksen virtsanäytteiden 
esikäsittelyyn 
Mikroskaalan kiinteäfaasi uuttoa (µSPE) sovellettiin kliinisen tutkimuksen (BACCHUS, 
Serbia) valikoituihin virtsanäytteisiin (10 näytettä), jotka olivat peräisin aroniamehua 
nauttineiden koehenkilöiden aamuvirtsasta. Virtsanäytteistä valmistettiin puhdistamattomat 
ja µSPE-puhdistetut näytteet (~500 µl). Osaan puhdistamattomista virtsanäytteistä ei 
riittänyt 500 µl virtsaa vaan näytteet 84/7 ja 73/7 sisälsivät virtsaa vain 400 µl. Kliinisen 
tutkimuksen virtsanäytteistä ei valmistettu rinnakkaistoistoja, sillä näytteen määrä oli 
rajallinen (~1 ml).   
µSPE-puhdistetuista virtsanäytteistä kerättiin sekä pesu- että metanolifraktiot. 
Puhdistettujen virtsanäytteiden µSPE-käsittelyssä happona käytettiin 1 %:sta 
muurahaishappoa.  Puhdistamattomat ja µSPE-puhdistetut virtsanäytteet analysoitiin 
UHPLC-PDA-FLR -määritysmenetelmällä. Fraktioita injektoitiin 1-5 µl. Yhdisteiden 
absorptiospektriä ja retentioaikoja tarkasteltiin. Virtsanäytteistä pyrittiin tunnistamaan 
fenolisten yhdisteiden aineenvaihduntatuotteita aiemmin määritettyjen malliaineiden 
avulla. Tunnistetut aineenvaihduntatuotteet kvantitoitiin ulkoisen standardin avulla. 
Valikoitujen yhdisteiden tunnistamiseen käytettiin UHPLC-MS -määritysmenetelmää.  
 3.3.5 Aroniamehun antosyaanikoostumuksen määrittäminen 
Puhdistamatonta aroniamehunäytettä varten aroniamehua laimennettiin ensin 1:5, minkä 
jälkeen laimennos suodatettiin 0,2 µm:n membraanisuodattimen läpi UHPLC-
näytepulloon. Näytteen antosyaanikoostumus (%) määritettiin UHPLC-PDA-FLR  
-määritysmenetelmän avulla. µSPE-puhdistettu aroniamehunäyte valmistettiin 
suodattamalla aroniamehua 5 µm:n membraanisuodattimen (25 mm Acrodisc) läpi. 
Suodatettu näyte eluoitiin 1-prosenttisella HCOOH-liuoksella µSPE-pylvään läpi. 
Aroniamehun antosyaanikoostumus (%) määritettiin UHPLC-PDA-FLR -menetelmällä. 
Näytteet analysoitiin rinnakkaisina. 
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 3.4 Tulokset 
 3.4.1 Aroniamehun antosyaanikoostumus  
Aroniamehussa esiintyy neljää eri antosyaania, joiden aglykoni on syanidiini. Taulukossa 6 
on esitetty antosyaanien osuus (%) aroniamehussa. Taulukosta nähdään, että syanidiini-3-
galaktosidia (65 %) ja syanidiini-3-arabinosidia (28 %) esiintyi aroniamehussa eniten ja 
syanidiini-3-glukosidia (3 %) sekä syanidiini-3-galaktosidia (4 %) paljon vähemmän.  
Taulukko 6. µSPE-puhdistetun aroniamehun (Nutrika, Serbia) antosyaanikoostumus.  
Antosyaani Määrä näytteessä mg/100 ml % -osuus 
Syanidiini-3-galaktosidi 8,1 65 
Syanidiini-3-arabinosidi 3,5 28 
Syanidiini-3-glykosidi 0,4 3 
Syanidiini-3-ksylosidi 0,5 4 
 3.4.2 µSPE -menetelmän kehittäminen 
µSPE -puhdistuksen vaikutus 
µSPE-puhdistettujen virtsanäytteiden UHPLC-kromatogrammien avulla voitiin seurata 
µSPE:n esikäsittelytehokkuutta näytteen puhdistumisessa (kuvat 6-9). Pesufraktioiden 
avulla tarkasteltiin lisäksi yhdisteitä, jotka pidättyivät Oasis HLB 
-käänteisfaasipylväässä vain osittain tai eivät pidättyneet pylväässä lainkaan. 
Mustaherukkaa nauttineiden koehenkilöiden µSPE-käsitellyistä virtsanäytteistä kerättiin 
metanolifraktion lisäksi näytevesi (kuva 6), ensimmäinen pesufraktio (pesu 1, kuva 7) ja 
toinen pesufraktio (pesu 2, kuva 8). Tällöin voitiin tarkastella näytteen puhdistumisen 
etenemistä vaiheittain.  Kuvat (6-9) edustavat mustaherukkamehua nauttineen koehenkilön 
virtsanäytteen (1AR) eri fraktioita (B). Fraktiot otettiin näytteestä, jonka µSPE-uuttoon 
käytettiin trifluoroetikkahappoa. Fraktioiden injektiotilavuus UHPLC-analyysissä oli 10µl 
ja fraktioiden UHPLC-kromatogrammeja tarkasteltiin aallonpituudella 280 nm. 
Ensimmäinen fraktio (näytevesi, kuvassa 6) kuvaa µSPE:n läpi eluoitua virtsanäytettä. 
Fraktioissa nähdään kaikki supernatantissa esiintyvät yhdisteet lukuun ottamatta niitä 
yhdisteitä, jotka pidättyivät µSPE-pylväässä. Kuten kuvasta huomataan, ensimmäisessä 
näytefraktiossa esiintyi runsaasti yhdisteitä etenkin UHPLC-kromatogrammin alkupäässä 
(<6 min).  
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Kuva 6. µSPE-puhdistetun virtsanäytteen näyteveden UHPLC-kromatogrammi mitattuna aallonpituudella 
280 nm. Näytevedestä havaittiin käänteisfaasipylvääseen pidättymättömät yhdisteet.  
Pesufraktioissa 1 ja 2 (Kuvat 7 ja 8) nähdään pesun vaikutus pylvään puhdistuksessa. 
Kuvista 7 ja 8 huomataan selkeä muutos sekä yhdisteiden määrässä että yhdisteistä 
muodostuvien piikkien pinta-alojen suuruudessa, kun verrataan pesun 1 ja pesun 2 
vaikutusta näytteen puhdistumisessa. Pesufraktion 2 (kuva 8) kromatogrammissa esiintyi 
huomattavasti vähemmän yhdisteitä, kuin näytevedessä (kuva 6) ja pesufraktiossa 1 (kuva 
7). Osa yhdisteistä havaittiin eluoituvan kokonaan näyteveteen ja osa näyteveteen sekä 
molempiin pesufraktioihin. Lisäksi kuvista 6-8 huomataan, että yhdisteitä havaittiin eniten 
näytevedessä ja pesufraktioissa retentioajoilla 3-6 min. Tämä oli oletettavaa, sillä µSPE-
esikäsittelyn tarkoituksena oli poistaa virtsanäytteistä muita orgaanisia happoja, kuin 
fenolihappoja, jotka eluoituivat kolonnista ensimmäisenä. 
Kuva 7. µSPE-puhdistetun virtsanäytteen ensimmäisen pesufraktion (pesu 1) UHPLC-kromatogrammi 
mitattuna aallonpituudella 280 nm, kun näytteen µSPE-uuttoon käytettiin 0,1 %:sta TFA:ta vedessä. 
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Kuva 8. µSPE-puhdistetun virtsanäytteen toisen pesufraktion (pesu 2) UHPLC-kromatogrammi mitattuna 
aallonpituudella 280 nm, kun näytteen µSPE-uuttoon käytettiin 0,1 %:sta TFA:ta vedessä. 
Kuva 9 on näytteen metanolifraktiosta määritetty UHPLC-kromatogrammi. 
Metanolifraktiosta näkyvät pylvääseen pidättyneet yhdisteet ja oletuksien mukaisesti 
näytteissä esiintyvät fenoliset yhdisteet. Kuvasta nähdään käänteisfaasipylvään pesujen 
vaikutus metanolifraktiossa esiintyviin yhdisteisiin aallonpituudella 280 nm. 
Kromatogrammista huomataan, että ensimmäisen kuuden minuutin aikana yhdisteiden 
eluoituminen oli melko vähäistä, mikä johtui pylvään pesemisestä ennen metanolifraktion 
keräämistä. Kuten aiemmista kuvista 6-8 huomataan, näyteveden ja pesufraktioiden 
mukana eluoitui yhdisteitä, jotka nähtiin lähinnä kromatogrammin alkupäässä. 
Metanolifraktiosta havaittavat pylvääseen pidättyneet yhdisteet eluoituivat sen sijaan vasta 
kuuden minuutin jälkeen.  Virtsanäytteen metanolifraktiosta ei havaittu antosyaaneja 
aallonpituudella 520 nm. 
Kuva 9. µSPE-puhdistetun virtsanäytteen metanolifraktion UHPLC-kromatogrammi mitattuna 
aallonpituudella 280 nm, kun näytteen µSPE-uuttoon käytettiin 0,1 %:sta TFA:ta metanolissa.  
Työssä arvioitiin lisäksi Kaltin ym. (2014) tutkimuksen mukaisesti kerätyn  
1,2 %:sen ACN-2 %:sen HCOOH-liuoksen vaikutusta fenolisten 
aineenvaihduntatuotteiden eluoitumiseen µSPE-käänteisfaasipylväästä (näyte 64/7) (kuva 
10).  Kuvasta 10 nähdään kuitenkin, että ACN-HCOOH-fraktiossa ei esiintynyt 
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kvantitoitavissa olevia yhdisteitä. Kuvan retentioajoilla merkittyjen yhdisteiden pinta-alat 
olivat selkeästi alle määritysrajan, minkä vuoksi ACN-HCOOH-fraktion kerääminen 
todettiin tarpeettomaksi seuraavien näytteiden esikäsittelyssä. 
 
Kuva 10. µSPE-puhdistetun kliinisen tutkimuksen virtsanäytteen (64/7) 1.2 %:sen ACN-2 %:sen HCOOH-
fraktion UHPLC-kromatogrammi. Näytteen injektiotilavuus UHPLC-analyysissa oli 10µl ja näytteen 
kromatogrammia tarkasteltiin aallonpituudella 280 nm. 
Tulosten perusteella näytteistä päädyttiin keräämään näytevesi sekä molemmat pesuvedet 
yhdistäen ne samaan fraktioon (Näytevesi, 510µl + Pesu 1, 200µl + Pesu 2, 200µl), sillä 
näyteveden ja pesufraktioiden UHPLC-kromatogrammeista havaittiin yhdisteitä, jotka 
retentoituvat samaan aikaan määritettävien fenoliyhdisteiden kanssa. Keräämällä 
metanolifraktion lisäksi pesufraktiot voitiin tarkkailla fenoliyhdisteiden eluoitumista 
happo-vesiliuoksen mukana pesufraktioon. Sen sijaan Kaltin ym. (2014) tutkimuksessa 
jälkipesuun käytetty ACN-HCOOH -pesuvaihe todettiin tarpeettomaksi. 
Hapon optimointi 
Hapon optimointiin käytettiin mustaherukkamehua nauttineiden koehenkilöiden 
vuorokausivirtsaa (1AR), sillä mustaherukka sisältää samankaltaisia fenolisia yhdisteitä 
kuin aroniamarja. µSPE-puhdistetuista virtsanäytteistä kerättiin TFA-metanoli- ja 
HCOOH-metanolifraktiot, joita vertailtiin keskenään. Mikroskaalan kiinteäfaasiuutolla 
puhdistettujen näytteiden tulosten perusteella todettiin, että 0,1 %:sella TFA-
metanoliliuoksella eluoitujen ja 1 %:sella HCOOH-metanoliliuoksella eluoitujen 
virtsanäytteiden välillä oli eroa. Näytteitä injektoitiin 10 µl ja näytteiden kromatogrammeja 
tarkasteltiin aallonpituudella 280 nm. 
µSPE-puhdistettujen näytteiden kromatogrammeista (kuvat 11 ja 12) nähdään, että 
UHPLC oli erottanut enemmän yhdisteitä virtsanäytteistä, joiden eluoimiseen käytettiin 
 0,1 %:sta trifluoroetikkahappoa, kuin näytteistä, joiden eluoimiseen käytettiin 
1 %:sta muurahaishappoa. Kuvasta 11 huomataan, että yhdisteitä erottui enemmän kuvaan 
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12 verrattuna. HCOOH-metanoliliuoksella eluoitujen näytteiden kromatogrammissa 
esiintyvien piikkien pinta-alat olivat suurempia (kuva 12) kuin TFA-metanoliliuoksella 
eluoitujen näytteiden piikkien pinta-alat (kuva 11).  Lisäksi näytematriisilla oli enemmän 
vaikutusta virtsanäytteen metanolifraktioon, kun pylvääseen pidättyneet yhdisteet eluoitiin 
HCOOH-metanoliliuoksella. HCOOH-metanoliliuoksella eluoidun näytteen pohjankorkeus 
oli huomattavasti suurempi kuin TFA-metanoliliuoksella eluoidun näytteen pohjan 
korkeus, mikä vaikuttaa yksittäisten yhdisteiden erottumiseen. 
Kuva 11. µSPE-puhdistetun virtsanäytteen metanolifraktion UHPLC-kromatogrammi mitattuna 
aallonpituudella 280 nm, kun uuttomenetelmässä happona käytettiin 0,1 %:sta TFA:ta metanolissa. 
Kuva 12. µSPE-puhdistetun virtsanäytteen metanolifraktion UHPLC-kromatogrammi mitattuna 
aallonpituudella 280 nm, kun uuttomenetelmässä happona käytettiin 1 %:sta muurahaishappoa metanolissa. 
Saantokokeet 
Saantokokeet suoritettiin viiden fenoliyhdisteen ja hippurihapon avulla. Yhdisteet lisättiin 
0-virtsaan, josta määritettiin sekä puhdistamaton virtsanäyte että µSPE-puhdistetun 
virtsanäytteen pesu- ja metanolifraktiot. Saantokokeiden avulla tarkasteltiin 
muurahaishapon ja trifluoroetikkahapon vaikutusta fenolisten yhdisteiden ja hippurihapon 
saantoon. Saantokokeiden tulosten perusteella valittiin kliinisen tutkimuksen 
virtsanäytteiden esikäsittelyyn käytettävä happo. Taulukossa 7 ja 8 on esitetty 
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saantokokeisssa määritettyjen fenolisten yhdisteiden ja hippurihapon retentoitumisajat 
(min) ja spektrofotometriset ominaisuudet (nm), joiden perusteella saantokokeissa 
määritettävät yhdisteet havaittiin näytteistä. 
Saantokokeessa määritettyjen yhdisteiden saantoprosentti, vaihteluväli, keskihajonta ja 
suhteellinen keskihajonta on esitetty taulukossa 9.  Taulukkoon on lisäksi merkitty 
virtsanäytteeseen lisätyn fenolisen yhdisteen ja hippurihapon määrä (µg) sekä virtsassa 
esiintynyt luonnollinen pitoisuus (µg/100 µl) lisättyä yhdistettä. Taulukossa 9 on esitetty 
myös metanoli- ja pesufraktiosta määritetty määrä (µg/100 µl) fenoliyhdistettä tai 
hippurihappoa.  Osa fraktioissa esiintyvistä yhdisteistä on merkitty *-merkillä. Tämä 
tarkoittaa, että kyseisessä fraktiossa on mahdollisesti esiintynyt lisättyä yhdistettä mutta 
yhdisteen määrä fraktiossa on ollut alle määritysrajojen, jonka vuoksi yhdisteen määrää 
näytteessä ei voitu kvantitoida riittävän luotettavasti.  
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Taulukko 7. Saantokokeissa määritetyt yhdisteet: hippurihappo, homovanilliinihappo ja 3,4-dihydroksyfenyylietikkahappo (DOPAC) ja niiden kemialliset rakenteet, 
retentionajat (min) sekä spektrofotometriset ominaisuudet. 
Yhdiste Kemiallinen rakenne Retentioaika (min)  Spektri 
Hippurihappo 
 
8.2 
 
Homovanilliinihappo 
 
9.9 
 
3,4-dihydrofenyylietikkahappo 
(DOPAC) 
 
5.7 
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Taulukko 8. Saantokokeissa määritetyt yhdisteet: syanidiini-3-glukosidi, ferulahappo, protokatekiinihappo (PCA) ja niiden kemialliset rakenteet, retentionajat (min) sekä 
spektrofotometriset ominaisuudet. 
  
Yhdiste Kemiallinen rakenne Retentioaika (min) Spektri 
Syanidiini-3-glukosidi 
 
16.4 
 
Ferulahappo  15.0  
Protokatekiinihappo (PCA) 
 
4.6 
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Taulukko 9. Saantokokeessa määritettävien yhdisteiden määrä µg/100 µl eri fraktioissa ja puhdistamattomissa näytteissä molemmilla hapoilla (TFA, HCOOH) eluoituna. 
Lisäksi taulukkoon on merkitty fenolisten yhdisteiden ja hippurihapon saantoprosentti, vaihteluväli, keksihajonta ja suhteellinen keskihajonta. Näytteet on analysoitu 
kolmena rinnakkaisena toistona.  
Fenolihappo Ferulahappo PCA Homovanilliinihappo Syanidiini-3 -
glukosidi 
DOPAC   Hippurihappo 
Happo TFA HCOOH TFA HCOOH TFA HCOOH TFA HCOOH TFA HCOOH TFA HCOOH 
Lisätty määrä (µg) 
0,201 0,196 0,491 0,486 0,975 0,995 0,985 0,998 0,991 0,96 5,00 4,96 
näytteeseen 
Puhdistamaton 
näyte (µg/100 µl) 
- - *- 0,039 0,0001 0,052 - - *- *- 0,009 7,46 
 Pesu (µg/100µl) - - *- *- *- *- - - *- 0,076 3,14 3,55 
MeOH (µg/100 µl) 0,065 0,066 0,065 0,067 0,187 0,552 0,166 0,15 - - 1,57 4,96 
             
Saanto-% 64,8 67,7 26,3 18,9 21,9 51,6 33,6 29,9 - - 9,3 19,4 
Vaihteluväli 7,5 2,8 1,9 4,9 1,1 6,8 2,2 3,9 - - 1,2 3,3 
Keskihajonta (s) 3,2 1,2 0,8 2,1 0,5 2,9 1 1,4 - - 0,5 1,7 
RSD % 4,9 1,8 3,1 11,1 2,1 5,7 2,9 6,6 - - 5,4 5,8 
*Yhdistettä esiintyi näytteessä mutta yhdisteen määrä ei ollut kvantitoitavissa 
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Taulukosta 9 nähdään, että ferulahapon (kuva 13) saantoprosentti (64,8 %, 67,7 %) oli 
korkea muihin fenolihappoihin verrattuna. Lisäksi ferulahapon kohdalla happojen välillä ei 
ollut merkittävästi eroa ja vaihteluväli oli suhteellisen pieni. Ferulahappoa ei esiintynyt 
näytteissä luonnollisina pitoisuuksina eikä sitä havaittu näytevedessä tai pesufraktioissa. 
Ferulahappo oli selkeästi tunnistettavissa näytteiden UHPLC-kromatogrammista. Lisäksi 
ferulahapon spektri ja eluoitumisaika olivat samanlaisia rinnakkaisissa virtsanäytteissä.  
Kuva 13. 0-virtsanäytteeseen (T0A) lisätyn ferulahapon (RT 14,254 min) UHPLC-kromatogrammi, kun 
uuttomenetelmässä käytettiin happona TFA:ta. Ferulahappo määritettiin aallonpituudella 320 nm. 
Virtsanäytteen metanolifraktion injektiotilavuus oli 10µl. 
3,4-dihydroksifenyylietikkahappo ei eluoitunut metanoliliuoksen kanssa µSPE-
käänteisfaasipylväistä. Lisäksi DOPAC:ia ei esiintynyt luontaisesti puhdistamattomissa 
virtsanäytteissä. Sen sijaan DOPAC:ia esiintyi hieman TFA-vesiliuoksella eluoiduissa 
pesufraktioissa mutta ei HCOOH-eluoidussa pesufraktioissa.  
Merkittävin ero µSPE-puhdistettujen virtsanäytteiden saantoprosenteissa happojen välillä 
oli hippurihapolla (kuva 14) ja homovanilliinihapolla (kuva 15). Homovanilliinihapon ja 
hippurihapon saantoprosentti 0,1 %:sella TFA-metanoliliuoksella eluoituna oli 21,9 % ja 
9,3 % ja vastaavasti 1 %:sella HCOOH-metanoliliuoksella eluoituna 51,6 % ja 19,4 % 
(Taulukko 9). Happojen välillä oli eroa myös puhdistamattomissa virtsanäytteissä, mikä 
näkyi hippurihapon ja homovanilliinihapon luonnollisessa pitoisuudessa. Molempien 
yhdisteiden määrä puhdistamattomissa virtsanäytteissä oli pienempi, kun virtsanäytteiden 
saostamiseen käytettiin 1,5 %:sta trifluoroetikkahappovesiliuosta. Ainoastaan 
hippurihappoa esiintyi virtsanäytteiden pesufraktiossa. 
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Kuva 14. 0-virtsanäyytteeseen (T0A) lisätyn hippurihapon (RT 7,707 min) UHPLC-kromatogrammi, kun 
uuttomenetelmässä käytettiin happona TFA:ta. Hippurihappo määritettiin aallonpituudella 260 nm. 
Virtsanäytteen metanolifraktion injektiotilavuus oli 10µl.  
Kuva 15. 0-virtsanäytteeseen lisättyn protokatekiinihapon (RT 4,638 min) ja homovanilliinihapon (RT 9,298 
min) UHPLC-kromatogrammi, kun uuttomenetelmässä käytettiin happona TFA:ta. Protokatekiinihappo ja 
homovanilliinihappo määritettiin aallonpituudella 280 nm. Virtsanäytteen metanolifraktion injektiotilavuus 
oli 10µl.  
Kuva 16. 0-virtsanäytteeseen (T0A) lisätyn syanidiini-3-glukosidin (RT 11,047)  UHPLC-kromatogrammi, 
kun uuttomenetelmässä käytettiin happona TFA:ta. Syanidiini-3-glukosidi määritettiin aallonpituudella  
520 nm. Virtsanäytteen metanolifraktion injektiotilavuus oli 10µl. 
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Protokatekiinihapon (kuva 15) ja syanidiini-3-glukosidin (kuva 16) saantoprosentit olivat 
melko alhaisia. Kummankaan yhdisteen saantoprosenteissa ei esiintynyt merkittävästi eroa 
eluoimiseen käytettyjen happojen välillä (taulukko 9). Protokatekiinihappoa esiintyi 
luonnostaan pieniä määriä HCOOH-liuoksella eluoiduissa virtsanäytteissä. Syanidiini-3-
glukosidia ei sen sijaan havaittu puhdistamattomissa virtsanäytteissä lainkaan. 
Kumpaakaan yhdistettä ei eluoitunut virtsanäytteiden pesufraktioon.  
Tulosten perusteella voitiin todeta, että hippurihappoa, homovanilliinihappoa ja 
protokatekiinihappoa esiintyi virtsassa elimistön luontaisena aineenvaihduntatuotteena eikä 
ainoastaan antosyaanien aineenvaihduntatuotteina. Saantokokeiden perusteella µSPE:n 
eluointiliuoksen hapoksi valittiin muurahaishappo, sillä useamman fenolihapon saanto oli 
parempi muurahaishapolla eluoituna, kuin trifluoroetikkahapolla eluoituna.  
 3.4.3 Uuttomenetelmän soveltaminen antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden 
analytiikkaan 
Aroniamehua nauttineiden koehenkilöiden virtsanäytteistä tunnistettiin 
homovanilliinihappo ja hippurihappo, joita esiintyi sekä puhdistamattomissa 
virtsanäytteissä että µSPE-puhdistetuissa virtsanäytteissä (pesufraktio ja metanolifraktio) 
runsaasti. Fenolisten aineenvaihduntatuotteiden tunnistaminen UHPLC-kromatogrammista 
oli haastavaa, sillä matriisi vaikutti yhdisteiden erottumiseen nostaen pohjaviivan välillä 
erittäin korkeaksi ja yhdistäen useita yhdisteitä. Tämä teki yhdisteiden integroimisesta 
haastavaa ja vaikutti yhdisteiden spektrofotometristen ominaisuuksien tulkintaan. 
Tunnistamista vaikeutti myös fenolisten malliaineiden puute. 
Uuttomenetelmää sovellettiin kliinisen tutkimuksen virtsanäytteisiin, joista määritettiin 
fenolisia aineenvaihduntatuotteita. Virtsanäytteistä valittiin kolme yhdistettä niiden 
määrän, spektrofotometristen ominaisuuksien ja retentioajan perusteella. Tuntemattomat 
yhdisteet nimettiin kirjaimin A, B ja C. Yhdisteet A ja B määritettiin virtsanäytteen 80/7 
pesufraktiosta (kuva 19) ja yhdiste C virtsanäytteen 73/7 metanolifraktiosta (kuva 20). 
Määritettäviä yhdisteitä esiintyi useissa näytteissä suurina pitoisuuksina. 
Useissa näytteissä esiintyi yhdistettä A, joka todettiin kiinnostavaksi sen spektrin muodon 
perusteella (Kuva 17a). Yhdistettä A esiintyi puhdistamattomissa virtsanäytteissä sekä 
puhdistettujen virtsanäytteiden pesufraktioissa mutta ei puhdistettujen virtsanäytteiden 
metanolifraktioissa. Yhdistettä A esiintyi huomattavasti vähemmän muihin työssä 
määritettyihin tuntemattomiin yhdisteisiin verrattuna. Eniten sitä havaittiin näytteen 80/7 
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pesufraktiosta, missä sitä esiintyi 0,010 µg/µl (kuva 18).  Yhdisteen A spektrin muoto ja 
aallonpituusmaksimi (256; 295 nm) vastasivat protokatekiinihapon (PCA) vastaavia 
ominaisuuksia. Yhdisteen melko aikainen eluoituminen (RT 3,5 min) (kuva 19) kolonnista 
viittaisi mahdolliseen PCA-johdokseen. Vastaavaa yhdistettä samanlaisella retentioajalla ja 
spektrofotometrisillä ominaisuuksilla ei kuitenkaan löytynyt spektrikirjastosta, minkä 
vuoksi yhdiste tunnistettiin massaspektrometrin avulla.   
 
Kuva 17. Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteissä (80/7 pesufraktio ja 73/7 metanolifraktio) esiintyneiden 
yhdisteiden A, B ja C spektrit. Kuvassa 17a on yhdisteen A spektri,  kuvassa 17b on yhdisteen B spektri 
kuvassa 17c on yhdisteen C spektri.  
Puhdistamattomissa virtsanäytteissä esiintyi eniten yhdistettä B, joka eluoitui kolonnista 
3,8 min jälkeen (kuva 19). Yhdisteen B määrä puhdistamattomassa virtsanäytteessä oli 
0,294 µg/µl. Pesunäytteissä vastaavaa yhdistettä esiintyi 0,095 µg/µl (Kuva 18). Eniten 
yhdistettä esiintyi kliinisen tutkimuksen virtsanäytteessä 80/7. Pesufraktion avulla 
todettiin, että yhdiste B eluoitui osittain pesun mukana. Samaa yhdistettä ei havaittu 
näytteen metanolifraktiossa. Yhdisteen B spektrin muoto ja aallonpituusmaksimi (277 nm) 
(Kuva 17b) eivät riittäneet tunnistamaan yhdistettä, minkä vuoksi yhdiste pyrittiin 
tunnistamaan massaspektrometrin avulla. 
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Kuva 18. Tuntemattomien yhdisteiden A, B ja C määrä (µg/µl) kliinisen tutkimuksen virtsanäytteissä. 
Yhdisteiden A ja B määrä on määritetty virtsanäytteiden (80/7) pesufraktioista ja vastaavasti yhdisteen C 
määrä virtsanäytteiden (73/7) metanolifraktioista 
Kuva 19. Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteen (80/7) pesufraktiossa esiintyneiden yhdisteiden A ja B 
UHPLC -kromatogrammi 280 nm:n aallonpituudelta määritettynä. Yhdisteen A retentioaika oli 3,5 min ja 
yhdisteen B retentioaika oli 3,807 min. Virtsanäytteen pesufraktion injektiotilavuus oli 2µl. 
Yhdistettä C, jonka retentioaika oli 11,347 min, esiintyi µSPE-puhdistettujen 
virtsanäytteiden metanolifraktioissa. Yhdisteen C spektrofotometriset ominaisuudet (kuva 
17c) ja retentioaika (kuva 20) muistuttivat fenoliyhdisteiden vastaavia ominaisuuksia. 
Yhdistettä esiintyi vaihtelevasti eri kliinisen tutkimuksen virtsanäytteiden 
metanolifraktioissa mutta eniten yhdistettä C esiintyi virtsanäytteen 63/7 
metanolifraktiossa, jossa sitä oli noin 0,033 µg/µl (kuva 18). Yhdiste määritettiin kuitenkin 
virtsanäytteen 73/7 metanolifraktiosta, jossa sen määrä näytteessä oli 0,0286 µg/µl. 
Yhdiste C ei kuitenkaan vastannut retentioajaltaan tunnettuja fenolisia yhdisteitä, minkä 
vuoksi yhdiste pyrittiin tunnistamaan massaspektrometrin avulla (3.2.4). 
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Kuva 20. Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteen (73/7) metanolifraktiossa esiintyvän yhdisteen C UHPLC 
-kromatogrammi 320 nm:n aallonpituudelta määritettynä. Yhdisteen C retentioaika oli 11,347 min. 
Virtsanäytteen metanolifraktion injektiotilavuus oli 5µl. 
 3.4.4 Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteistä peräisin olevien yhdisteiden 
tunnistaminen massaspektrometrian (MS) avulla  
Taulukossa 10 on esitetty kliinisen tutkimuksen virtsanäytteissä esiintyvien 
merkittävimpien aineenvaihduntatuotteiden (A, B ja C) [M+H]
+
 molekyyli-ionit ja niiden 
positiiviset fragmentti-ionit (MS/MS). Taulukossa 11 on ilmoitettu vastaavasti edellä 
mainituissa virtsanäytteissä esiintyneiden aineenvaihduntatuotteiden [M-H]
-
 molekyyli-
ionit ja niiden negatiiviset fragmentti-ionit. Virtsanäytteen 80/7 massaspektrometriseen 
määritykseen käytettiin näytteen pesufraktiota, sillä pesufraktiossa määritettävien 
yhdisteiden pitoisuus oli suurin, ja vastaavasti näytteen 73/7 massaspektrometriseen 
määritykseen käytettiin näytteen metanolifraktiota. Tuntemattomien yhdisteiden A, B ja C 
rakenne pääteltiin niiden spektrin, kromatografisten ominaisuuksien, kuten retentioajan 
(min) ja piikin muodon perusteella sekä massaspektrometrisen määrityksen perusteella. 
Yhdisteiden molekyylimassat pääteltiin positiivisen ja negatiivisen molekyyli-ionien 
perusteella. Yhdisteiden fragmentti-ionit on myös esitetty sekä negatiivisina että 
positiivisina ioneina. Taulukkoihin 10 ja 11 on lisäksi lisätty molekyyli-ionien muut 
mahdolliset positiiviset ja negatiiviset fragmentti-ionit, jotka esiintyivät ainoastaan toisella 
ionisaatiolla. Nämä yhdisteet on merkitty taulukkoon nimellä ‖muut mahdolliset 
fragmentti-ionit‖.  
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Taulukko 10. Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteiden 80/7 ja 73/7 merkittävimpien yhdisteiden positiiviset 
molekyyli-ionit ja niiden fragmentti-ionit (MS/MS). Lisäksi taulukkoon on merkitty fragmentti-ionien 
intensiteetti (100 %).  
Yhdiste 
näytteessä 
[M+H]
+
 
Molekyyli-ioni m/z 
Positiiviset fragmentti-
ionit m/z (%) 
Muut mahdolliset 
fragmentti-ionit m/z (%) 
A, 80/7 Pesu 330 136(100), 110* 
 
241(80), 229(70), 
153(70), 142(80), 70(30),  
B, 80/7 Pesu  447 389(90), 183*, 140(95)  225*, 209(50), 124(100), 
122(30)  
C, 73/7 MeOH 556 527(100), 393*, 
274(35) 
177(70), 145(70),  
117(80), 89(100), 
261(30), 439(30) 
* Fragmentti-ionin intensiteetti <20% 
Taulukko 11. Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteiden 80/7 ja 73/7 merkittävimpien yhdisteiden negatiiviset 
molekyyli-ionit ja niiden fragmentti-ionit (MS/MS). Lisäksi taulukkoon on merkitty fragmentti-ionien 
intensiteetti (100%). 
Yhdiste 
näytteessä 
[M-H]
-  
Molekyyli-ioni  m/z 
Negatiiviset fragmentti-
ionit m/z (%) 
Muut mahdolliset 
fragmentti-ionit m/z (%) 
A, 80/7 Pesu 328 134*, 108 (35) 
 
290*, 260*, 181(100), 
134*,  
B, 80/7 Pesu  445 387*, 181(100), 
138(25) 
- 
C, 73/7 MeOH 554 523(100), 391(50) 272* 163(90), 134 (100), 
122(30) 
* Fragmentti-ionin intensiteetti <20% 
Yhdiste A 
Yhdisteen A, jonka retentioaika oli 3,5 min, molekyyli-ionin molekyylimassan pääteltiin 
olevan 329 g/mol, mikä perustui yhdisteen A massaspektristä määritettyyn positiiviseen 
(kuvassa 21a) ja negatiiviseen (kuvassa 21b) molekyyli-ioniin. Positiivisen molekyyli-
ionin (kuva 21a) [M+H]
+
 massa-varaussuhde (m/z) oli 330 ja negatiivisen molekyyli-ionin 
(kuva 21b) [M-H]
-
 m/z oli 328. Yhdisteen A fragmentti-ionit (MS/MS) on esitetty kuvassa 
21 c ja d. Kuvasta huomataan, että positiivisesti varautuneita fragmentti-ioneja (kuva 21c) 
esiintyi enemmän kuin vastaavia negatiivisesti varautuneita (kuva 21d) fragmentti-ioneja. 
Tosin positiivisten fragmentti-ionien spektrin taustakohina oli suurempi kuin negatiivisten 
fragmentti-ionien spektrissä. Kuvaan 21 c ja d on merkitty yhdisteen A positiivinen 
fragmentti-ioni m/z 136 ja negatiivinen fragmentti-ioni m/z 134. Lisäksi yhdisteellä A 
esiintyi positiivinen fragmentti-ioni m/z 110 ja negatiivinen fragmentti-ioni m/z 108. Muita 
yhdisteen A merkittäviä fragmentti-ioneja, joiden intensiteetti oli suuri, oli m/z 153, 142 ja 
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241 (pos) ja m/z 181 (neg). Yhdisteen A rakenne pääteltiin sen spektrin, kromatografisten 
ominaisuuksien ja edellä mainittujen molekyyli-ionien ja fragmentti-ionien perusteella.  
Kuva 21. Yhdisteen A massaspektrissä esiintyvät a) protonoitunut molekyyli-ioni m/z 330 ja b) 
deprotonoitunut molekyyli-ioni m/z 328 sekä c) positiiviset fragmentti-ionit ja d) negatiiviset fragmentti-
ionit. Yhdisteen todennäköinen molekyylimassa on 329 g/mol. 
Yhdiste B 
Kuvasta 22 nähdään yhdisteen B, jonka retentioaika oli 3,8 min deprotonoitunut (kuvassa 
22a) ja protonoitunut (kuvassa 22b) molekyyli-ioni, joiden perusteella yhdisteen 
todennäköinen molekyylimassa oli 446 g/mol. Kuvassa 22 c ja d on esitetty yhdisteen B 
fragmentti-ionit m/z 389, 140 (pos) ja m/z
 
387, 138 (neg). Lisäksi yhdisteen B  
MS/MS-spektrissä esiintyi negatiivisesti varautunut fragmentti-ioni
 
m/z 181 ja 
positiivisesti varautunut fragmentti-ioni m/z 183. Tosin molemmat fragmentti-ioneista m/z 
181 (neg) ja m/z 183 (pos) esiintyivät myös yhdisteen B molekyyli-ionispektrissä, mikä 
voi viitata näiden fragmentti-ionien muodostumiseen jo ennen varsinaista MS/MS-
määritystä. Kaiken kaikkiaan yhdisteellä B esiintyi enemmän positiivisia fragmentti-ioneja, 
minkä vuoksi muita mahdollisia fragmentti-ioneja, joiden intensiteetti oli suuri, olivat 
ainoastaan positiivisesti varautuneet fragmentti-ionit m/z 124, 122, 209 ja 225.  
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Kuva 22. Yhdisteen B massaspektrissä esiintyvät a) deprotonoitunut molekyyli-ioni ja b) protonoitunut 
molekyyli-ioni sekä B c) positiiviset fragmentti-ionit ja d) negatiiviset fragmentti-ionit. Yhdisteen 
todennäköinen molekyylimassa on 446 g/mol.  
Yhdiste C  
Yhdisteen C todennäköinen molekyylimassa oli 555 g/mol, jonka deprotonoitunut 
molekyyli-ioni m/z 554 ja protonoitunut molekyyli-ioni m/z 556 on esitetty kuvassa 23 a ja 
b. Yhdisteen pilkkoutuminen on esitetty kuvassa 23 c ja d. Positiivisella ja negatiivisella 
ionisaatiolla esiintyi selkeitä fragmentti-ioneja, joiden intensiteetti oli hyvä. Positiivisia 
fragmentti-ioneja olivat m/z 89, 117, 145, 177, 261, 439 ja 527 (kuva 23 c) ja vastaavasti 
negatiivisia fragmentti-ioneja olivat m/z 523, 391, 272, 134, 163 ja 122 (kuva 23 d). Näistä 
positiivisesti varautuneilla fragmentti-ioneilla m/z 527, 391 ja 272 esiintyi vastaava 
negatiivisesti varautunut fragmentti-ioni. Yhdiste C pääteltiin sen kromatografisten 
ominaisuuksien ja spektrin lisäksi sen molekyyli-ionien ja positiivisten fragmentti-ionien 
perusteella. 
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Kuva 23. Yhdisteen C massaspektrissä esiintyvät a) deprotonoitunut molekyyli-ioni m/z 554 ja b) 
protonoitunut molekyyli-ioni m/z 556 sekä c) positiiviset fragmentti-ionit ja d) negatiiviset fragmentti-ionit. 
Yhdisteen C todennäköinen molekyylimassa on 555 g/mol. 
 3.5 Tulosten tarkastelu 
 3.5.1 Hapon ja kiinteäfaasin merkitys näytteiden esikäsittelyssä  
Tulokset osoittivat, että eri hapoilla oli vaikutusta virtsanäytteistä määritettävien fenolisten 
aineenvaihduntatuotteiden µSPE-uuttumiseen. Vertaamalla TFA:n ja HCOOH:n vaikutusta 
yhdisteiden eluoitumiseen havaittiin, että TFA:lla eluoituna uuttui enemmän yhdisteitä 
kuin HCOOH:lla eluoituna. Toisaalta, saantokokeiden perusteella kliinisen tutkimuksen 
virtsanäytteiden analysoimiseen hapoksi valittiin HCOOH useammalle fenoliselle 
yhdisteelle saadun paremman saantoprosentin vuoksi. Saantoprosentti kuitenkin vaihteli eri 
fenolisten yhdisteiden välillä eikä selkeää paremmuutta happojen kesken ollut.  
Eluointiliuoksen pH-arvolla on vaikutusta fenolisten yhdisteiden protonoitumisasteeseen 
happo-vesiliuoksessa (Riekkola ja Hyötyläinen 2000). Lisäksi protonoitumisaste vaikuttaa 
fenolisten yhdisteiden pidättyvyyteen Oasis HLB -käänteisfaasipylväässä, sillä Oasis HLB 
soveltuu hapoille, emäksille ja neutraaleille yhdisteille, mutta ei yhtä hyvin ionisoituneille 
yhdisteille (Waters esite 2008).  Fenoliset yhdisteet esiintyvät protonoituneina (-COOH) 
kun liuoksen pH on vähintään 1,5 yksikköä fenolisten yhdisteiden pKa-arvoa  
pienempi (Riekkola ja Hyötyläinen 2000). Tällöin fenoliyhdisteet ovat myös stabiileja. 
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Työssä käytettyjen fenolisten yhdisteiden pKa-arvot on luokiteltu taulukossa 12. 
Syanidiini-3-glukosidin, ja homovanilliinihapon pKa-arvoja ei ollut saatavilla. 
Tutkimuksessa saantokokeisiin käytettyjen eluointiliuosten pH:t t olivat 1,99, kun happona 
käytettiin 0,1 %:sta TFA-vesiliuosta, ja 2,24, kun happona käytettiin 1 %:sta 
muurahaishappovesiliuosta. Taulukosta 12 huomataan, että saantokokeissa tutkittujen 
fenolisten yhdisteiden pKa-arvot olivat kaikki hippurihappoa lukuun ottamatta lähes 1,5 
yksikköä eluointiliuosten (0,1 % TFA- ja 1 % HCOOH-vesiliuos) pH-arvoa suurempia. 
Hippurihapon pKa-arvo on hieman alle 1,5 yksikköä suurempi kuin työssä käytettyjen 
eluointiliuosten pH-arvot, mikä tarkoittaa, että pieni osa happo-vesiliuokseen lisätystä 
hippurihapon happo-osasta on liuoksessa deprotonoituneena  
(-COO
-
). Lisäksi hippurihappo sisältää typpeä, joka sen sijaan on ionisoituneessa 
muodossa, kun pH on pKa-arvoa pienempi. On siis mahdollista, että hippurihapon 
aminoryhmän ionisoituminen vaikuttaa hippurihapon pidättyvyyteen Oasis HLB-
käänteisfaasipylväissä, mikä voi olla syynä siihen, että hippurihappoa esiintyi 
pesufraktioissa runsaasti. Hippurihappoa lukuun ottamatta saantokokeissa tutkitut fenoliset 
yhdisteet esiintyivät eluointiliuoksissa lähinnä protonoituneina eli niille suotuisimmassa 
muodossa, minkä vuoksi happo-vesiliuoksen pH-arvolla ei pitäisi olla yhteyttä fenolisten 
yhdisteiden saantoon.  
Taulukko 12. Saantokokeissa tutkitun ferulahapon, 3,4-dihydroksyfenyylietikkahapon, protokatekiinihapon 
ja hippurihapon pKa-arvot.  
Yhdiste pKa-arvo Lähteet 
Ferulahappo 4,58 PubChem 
DOPAC 4,25 Pubchem 
PCA 4,48 PubChem 
Hippurihappo 3,62 Notari 1986 
 
µSPE-pylväiden kiinteäfaasin sitova-aines koostui C18-faasin kiinnittyneistä poolisista (N-
vinyylipyrrolidoneista) ja poolittomista (divinyylibentseeni) monomeereistä. 
Eluointiliuoksen pH:n ja käytetyn hapon lisäksi saantokokeessa määritettävien yhdisteiden 
alhaiseen saantoprosenttiin on voinut vaikuttaa myös kiinteäfaasin ja fenolisten yhdisteiden 
vähäinen vuorovaikutus. Tästä huomataankin, että kiinteäfaasin ja hapon vaikutus on vain 
yksi fenolisten yhdisteiden saantoon vaikuttava tekijä, minkä vuoksi tarkempien tulosten 
saamiseksi tulisi tutkia lisää eri fenolisten yhdisteiden käyttäytymistä useampien happojen 
ja kiinteäfaasien kanssa.  
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Tosin joidenkin eri happojen ja kiinteäfaasien tehokkuutta fenolisten yhdisteiden 
uuttumiseen on tutkittu aiemmin. Ferrars ym. (2014b) arvioivat tutkimuksessaan kahden 
eri kiinteäfaasin vaikutusta biologisten näytteiden kiinteäfaasiuutossa (SPE) ja osoittivat 
niillä olevan vaikutusta fenolisten yhdisteiden eluoitumiseen SPE-pylväästä. 
Menetelmässään he käyttivät Strata-X -kiinteäfaasipylväitä (6 ml, 500 mg, polymeerinen 
divinyylibentseeni) ja DSC-18-kiinteäfaasipylväitä (6 ml, 1 g, polymeerisesti sidottu 
oktadekyyli-silika), joiden sitova-aines on esitetty kuvassa 24 a ja b. 
  
Kuva 24. Ferrarsin ym. (2014b) tutkimuksessa käytetyt kiinteäfaasit a) DSC-18 (Sigma-Aldrich) ja b) Strata-
X (Phenomenex), joiden vaikutusta fenolisten yhdisteiden pidättymisessä tutkittiin.  
Molempia pylväitä testattiin virtsanäytteiden esikäsittelyssä, kun haluttiin määrittää 
virtsassa esiintyviä fenolisia aineenvaihduntatuotteita, joita Ferrarsin ym. (2014b) 
tutkimuksessa oli yhteensä 45 erilaista. Fenolisista aineenvaihduntatuotteista peräti 34:llä 
saantoprosentti oli suurempi kuin 80 %.  
Pylväiden eroavaisuus havaittiin niiden poolisuudessa. Strata-X -faasilla oli enemmän 
vuorovaikutusta poolisten yhdisteiden kuin poolittomien yhdisteiden kanssa. Näin ollen 
poolisemmat fenoliset yhdisteet kuten PCA ja sen johdannaiset pidättyivät pylväässä ja 
eluoituivat huonommin, mikä näkyi alhaisempana saantoprosenttina (60-80%,  
CV 7,9 ±5,3 %). Sen sijaan DSC-18 -faasi oli ominaisuuksiltaan hieman poolittomampi, 
minkä vuoksi fenolisten yhdisteiden ja kiinteäfaasin välinen vuorovaikutus oli heikompi. 
Näin ollen poolisemmat fenoliset yhdisteet eluoituivat metanolin mukana pylväästä, mikä 
vaikutti korkeampaan saantoprosenttiin. Toisaalta fenolisten yhdisteiden saantoprosenttiin 
olisi voitu vaikuttaa myös vaihtamalla eluointiliuosta. Tutkimuksessa ei annettu tarkempia 
saantoprosentteja yhdisteitä vertailtaessa. Kiinteäfaasin lisäksi Ferrars ym. (2014b) 
vertailivat tutkimuksessaan useiden erilaisten HPLC-kolonnien vaikutusta fenolisten 
yhdisteiden saantoon. Parhaimman saannon he saivat käyttämällä Kinetex Polyfluorofenoli 
(PFP)-kolonnia.  
Ferrars ym. (2014b) käyttivät tutkimuksessaan pääasiallisesti 1 %:sta muurahaishappoa 
biologisten näytteiden eluointiliuoksessa mutta vertasivat pienimuotoisesti vetykloridin 
(HCl) ja lisätyn säilöntäaineen [10% askorbiinihappo (w/v) 0,5 mM:ssa 
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etyleenidiamiinitetraetikkahapossa (EDTA)] vaikutusta fenolisten 
aineenvaihduntatuotteiden saantoon. Tutkimuksen mukaan säilöntäaineella ja 
vetykloridilla oli vaikutusta fenolisten yhdisteiden saantoon (p < 0,05, n = 3) mutta 
tarkempaa tietoa happojen välisistä eroista ei mainittu. Säilöntäaineen tarkoituksena oli 
mahdollisesti ehkäistä fenolisia yhdisteitä ympäristön aiheuttamalta hajoamiselta mutta 
tutkimuksessa ei ollut asiasta tarkempaa tietoa. Työn tulosten ja Ferrasin ym. (2014b) 
tutkimuksen perusteella eluointiliuoksessa käytetyllä hapolla ja uuttamiseen käytetyn 
kiinteäfaasin kemiallisilla ominaisuuksilla oli vaikutusta fenolisten 
aineenvaihduntatuotteiden eluoitumiseen kiinteäfaasiuuttopylväistä.   
 Fenolisten yhdisteiden määrittäminen menetelmän optimointia varten 
Fenolihappojen saanto jäi työssä odotettua alhaisemmaksi. Työssä optimoitiin menetelmää 
kahden valitun hapon avulla yhdelle kiinteäfaasille. Lisäksi saantokoe suoritettiin viidelle 
fenoliselle yhdisteelle ja hippurihapolle. On siis mahdollista, että kiinteäfaasia, 
happoliuosta tai fenolisia yhdisteitä vaihtamalla saanto voisi olla suurempi. Fenoliset 
yhdisteet esiintyvät jo luontaisesti marjoissa, kasveissa, hedelmissä ja vihanneksissa 
alhaisina pitoisuuksina, minkä vuoksi voi olettaa, että ne esiintyvät lähtökohtaisesti myös 
elimistössä pieninä pitoisuuksina. Ferrars ym. (2014b) määrittivät saannon useammille 
fenolisille aineenvaihduntatuotteille (45), joista protokatekiinihappo, ferulahappo ja 
hippurihappo olivat samoja yhdisteitä kuin tässä työssä. Ferrarsin ym. (2014b) 
tutkimuksessa saantoprosentti (%) protokatekiinihapolle ja ferulahapolle oli 89,7 ± 10,7 ja 
105,3 ± 2,1. Hippurihappo ei ollut kvantitoitavissa liian korkean taustakohinan vuoksi. 
Tutkimuksessa saannot olivat huomattavasti korkeampia kuin tässä työssä. Tämä voi 
osittain johtua erilaisen käänteisfaasipylvään (DSC-18) käytöstä SPE-laitteistossa, sillä 
eluointiliuoksen happona Ferrarsin ym. (2014b) tutkimusryhmä käytti 1 %:sta 
muurahaishappoa, jota käytettiin myös tämän tutkimuksen eluointiliuoksessa.  
Tässä tutkimuksessa saantokokeessa määritettävistä µSPE-puhdistetuista virtsanäytteistä 
analysotiin kaksi eri fraktiota (pesu- ja metanolifraktiot). Lisäksi jokaisesta virtsanäytteestä 
analysoitiin puhdistamaton näyte, mitä ei käsitelty µSPE:llä. µSPE-puhdistettujen 
pesufraktioiden avulla havaittiin, että osa analyyteistä eluoitui pylvään pesun tai jo virtsan 
(näytevesi) mukana pylväästä. Lisäksi tulosten perusteella eroavaisuutta esiintyi myös 
puhdistamattomissa virtsanäytteissä, joissa oli käytetty eri happoja.  
Hippurihapon ja homovanilliinihapon luontaisissa pitoisuuksissa oli merkittävästi eroa 
TFA- ja HCOOH -liuoksilla uutettujen näytteiden välillä. On mahdollista, että nämä kaksi 
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antosyaanien aineenvaihduntatuotetta reagoivat herkemmin vahvemman hapon, 
trifluoroetikkahapon vaikutuksesta, kuin heikomman hapon, muurahaishapon 
vaikutuksesta. Samat yhdisteet erosivat vastaavanlaisesti pitoisuuksina metanolifraktiossa, 
mikä näkyi saantoprosentissa. Muiden yhdisteiden pitoisuuksissa ei näin merkittävää eroa 
esiintynyt puhdistamattomissa virtsanäytteissä. 
 Hippurihappo kuuluu aminohappojohdannaisiin ja sitä erittyy proteiinien hajoamisen 
Toromanović ym. 2008)seurauksena maksassa luontaisesti ( , mikä voi selittää sen suuren 
määrän puhdistamattomissa näytteissä. Ennen µSPE-käsittelyä virtsanäytteistä saostettiin 
proteiinit vahvan hapon avulla. On siis mahdollista, että virtsanäytteen proteiineista osa on 
hajonnut jo aiemmin proteiinien aminohappojohdannaisiksi, kuten hippurihapoksi, joka ei 
ole saostunut proteiinien tapaan yhtä herkästi vahvan hapon avulla.  
Tulosten perusteella on kuitenkin selvää, että µSPE puhdistaa tehokkaasti näytteistä 
orgaanisia happoja, jotka hankaloittavat fenolisten aineenvaihduntatuotteiden 
määrittämistä. µSPE-puhdistamiseen vaikuttavat kuitenkin eri fenolihappojen 
ominaisuudet ja vuorovaikutus kiinteänfaasin kanssa, minkä vuoksi µSPE:n käyttöä 
yleisenä esikäsittelymenetelmänä fenolisille yhdisteille tulisi tutkia lisää tarkempien 
tulosten aikaansaamiseksi. Tämän työn perusteella µSPE-eluointiliuoksena HCOOH-
metanoliliuos tuotti kuitenkin parhaimman saannon useammalle fenoliselle yhdisteelle: 
ferulahapolle, hippurihapolle ja homovanilliinihapolle. Tosin kuten tuloksista huomataan, 
kaikkien fenolisten yhdisteiden, kuten ferulahapon, saantoprosentissa ei ollut merkittävää 
eroa HCOOH:n ja TFA:n välillä. Optimaalisin tulos saataisiin kartoittamalla jokaisen 
fenolisen yhdisteen kemiallisia ominaisuuksia, joiden perusteella laadittaisiin spesifinen 
menetelmä esimerkiksi fenolisille yhdisteryhmille (hydroksyylikanelihapot, 
hydroksyylibentsoehapot yms.) tai fenolisille yhdisteille erikseen. Toisaalta hapon 
optimointi jokaiselle fenolisille yhdisteelle erikseen olisi liian työläs menetelmä ja 
vähentäisi µSPE:n tuomia etuja.  
3,4-dihydroksifenyylietikkahapon käyttäytyminen µSPE-esikäsittelyn aikana 
Saantokokeissa kaikki fenoliset yhdisteet lukuun ottamatta 3,4-
dihydroksifenyylietikkahappoa (DOPAC) havaittiin 0-virtsanäytteiden metanolifraktioissa. 
DOPAC:ia ei myöskään esiintynyt luontaisesti virtsanäytteissä. Sen sijaan DOPAC:ia 
havaittiin pieni määrä pesufraktiossa, kun virtsanäytettä pestiin HCOOH-vesiliuoksella.   
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DOPAC ei poikkea kemiallisilta ominaisuuksiltaan muista fenolisista yhdisteistä, minkä 
vuoksi voisi olettaa, että se eluoituisi muiden fenolisten yhdisteiden tapaan 
metanoliliuokseen. Toisaalta DOPAC on herkästi hajoava yhdiste sekä vesiliuoksessa että 
metanoliliuoksissa, minkä vuoksi DOPAC-liuos suositellaan valmistettavan juuri ennen 
sen käyttöä.  On myös mahdollista, että 3,4-dihydroksifenyylietikkahappoa uuttui 
metanolifraktioon vain vähän mutta virtsamatriisin aiheuttaman taustakohinan vuoksi sitä 
ei voitu havaita virtsanäytteissä. Toisaalta on myös mahdollista, että osa DOPAC:ista 
pidättyi pylväässä tai DOPAC hajosi ennen sen määrittämistä UHPLC:llä. 
DOPAC on dopamiinin aineenvaihduntatuote, jota esiintyy elimistössä luontaisesti. 
Dopamiini on aivoissa esiintyvä hermoston välittäjäaine, joka kontrolloi liikkumista ja on 
Freed ja Yamamoto 1985). välttämätön yhdiste ihmiselle elimistössä ( Dopamiinin on 
tutkittu hajoavan 3,4-dihydroksyfenyylietikkahapoksi ja edelleen homovanilliinihapoksi, 
minkä vuoksi niitä esiintyy luontaisesti elimistössä. Tässä tutkimuksessa 
homovanilliinihappoa esiintyi puhdistamattomissa virtsanäytteissä melko paljon, mikä 
tarkoittaa, että sitä oli virtsassa luontaisesti. Teoriassa on mahdollista, että DOPAC:in lähes 
olematon esiintyminen virtsanäytteissä johtuu sen hajoamisesta homovanilliinihapoksi.  
 
Aiempien tutkimusten mukaan DOPAC:ia ei myöskään esiinny merkittävästi 
virtsanäytteissä, vaan sitä muodostuu usein vasta suolistossa useampien tuntien jälkeen 
nautitusta antosyaanipitoisesta ateriasta (Nurmi ym. 2009). Nurmen ym. (2009) 
tutkimuksen mukaan DOPAC:ille on kaksi erilaista hajoamisreittiä. Todennäköisin 
DOPAC:in muodostuminen tutkimuksen mukaan johtuu antosyaanin C-renkaan 
hajoamisesta ja syanidiini-3-glukosidin hapettumisesta. Toisena mahdollisena 
muodostumisreittinä pidetään kahvihapon hydrogenaatiota, jossa poistuu hiilimolekyyliin 
sitoutunut vetymolekyyli muodostaen kaksoissidoksen kahden hiilimolekyylien välille. 
Tosin DOPAC:in hajoamista kahvihaposta on havaittu lähinnä suolistossa. Nurmi ym. 
(2009) ja Ferrars ym. (2014a) ovat kuitenkin määrittäneet 3,4-
dihydroksifenyylietikkahappoa virtsanäytteistä. Molemmissa tutkimuksissa DOPAC:in 
määrä näytteissä lisääntyi, kun antosyaanipitoisen aterian nauttimisesta oli kulunut 
useampi tunti. Nurmen ym. (2009) tutkimuksessa DOPAC:in määrä näytteissä oli suurin 0-
24 h välillä aterian nauttimisesta ja Ferrasin ym. (2014a) tutkimuksessa DOPAC:in määrä 
oli suurin 24-48 h aterian nauttimisesta. Ferrarsin ym. (2014a) tutkimuksessa DOPAC:ia 
esiintyi tosin vain yhdellä koehenkilöllä. 
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 3.5.2 Uuttomenetelmän soveltaminen kliinisen tutkimuksen virtsanäytteistä 
määritettävien fenolisten aineenvaihduntatuotteiden analytiikkaan 
Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteiden massaspektrometrisen määrityksen tarkoituksena 
oli löytää tunnettujen antosyaanien aineenvaihduntatuotteiden johdannaisia, jotka voisivat 
olla peräisin koehenkilöiden nauttimasta aroniamehusta.  Virtsanäytteistä etsittävät 
aineenvaihduntatuotteet valittiin Ferrarsin ym. (2014a) tehdyn tutkimuksen perusteella. 
Fenolisten yhdisteiden tunnistaminen kliinisen tutkimuksen virtsanäytteistä oli kuitenkin 
haastavaa. Ferrarsin ym. (2014a) tutkimuksessa antosyaanien kerta-annos oli 500 mg, kun 
tässä työssä käytetyn tutkimuksen annos oli vain 12,5 mg antosyaaneja päivittäin 100 ml:n 
(taulukko 6) annoksessa aroniamehua. Virtsanäytteiden metanolifraktiossa esiintyvät 
yhdisteet erottuivat UHPLC-kromatogrammista hyvin. Sen sijaan puhdistamattomat 
virtsanäytteet sekä puhdistettujen virtsanäytteiden pesufraktiot olivat erittäin 
konsentroituneita ja näytteissä esiintyviä yhdisteitä oli paljon. Joitain virtsanäytteissä 
esiintyvistä yhdisteistä oli määrällisesti erittäin paljon, minkä vuoksi sopivaa näytteen 
injektiotilavuutta tai laimennosta oli vaikea arvioida.  
Virtsan mukana elimistöstä poistuu paljon yhdisteitä, joiden alkuperää on hankala selvittää. 
Virtsanäytteisiin on vaikuttanut kliinisessä tutkimuksessa juodun aroniamehun lisäksi 
koehenkilön muu ruokavalio, mahdollinen lääkitys tai esimerkiksi tupakanpoltto. Lisäksi 
elimistöön päätyvät yhdisteet hajoavat hyvin nopeasti muodostaen jatkuvasti uusia 
aineenvaihduntatuotteita, mikä hankaloittaa fenolisten aineenvaihduntatuotteiden 
havaitsemista virtsanäytteistä. 
Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteitä säilöttiin -20 ᵒC:n lämpötilassa ja sulatettiin ennen 
niiden analysoimista UHPLC-PDA-FLR -määritysmenetelmällä. Näytteiden sulattaminen 
voi aktivoida virtsassa esiintyviä fenolisia yhdisteitä pilkkovia entsyymejä, mikä voi olla 
yksi syy fenolisten aineenvaihduntatuotteiden vähäiseen havaitsemiseen kliinisen 
tutkimuksen virtsanäytteistä. Lisäksi virtsanäytteitä säilöttiin sellaisenaan, eikä 
happoliuoksessa, mikä on mahdollisesti vaikuttanut fenolisten yhdisteiden stabiilisuuteen 
ja voinut altistaa fenolisten yhdisteiden hajoamiselle.   Massaspektrometrillä määritettäviä 
yhdisteitä valittiin kolme: yhdisteet A, B ja C, joista kaksi ensimmäistä määritettiin 
virtsanäytteiden (80/7) pesufraktiosta ja viimeinen eri näytteen (73/7) metanolifraktiosta.  
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Yhdisteen A tunnistaminen 
Yhdisteen A spektrofotometristen ominaisuuksien ja retentioajan mukaan yhdiste viittasi 
mahdolliseen protokatekiinihapon (PCA) johdannaiseen. Yhdistettä havaittiin lähinnä 
virtsanäytteiden pesufraktiossa, mikä tarkoittaa, että molekyyli on kemiallisilta 
ominaisuuksiltaan poolinen ja eluoitui paremmin happo-vesiliuoksen mukana µSPE-
käänteisfaasipylväästä kuin poolittomamman happo-metanoli liuoksen avulla. Lisäksi 
yhdisteen A aallonpituusmaksimi ja spektrin muoto vastasivat PCA:n vastaavia 
ominaisuuksia. 
Protokatekiinihapon (PCA) on todettu olevan syanidiini-3-glukosidin yleisimmin esiintyvä 
aineenvaihduntatuote (Vitaglione ym. 2007), jonka molekyylimassa on 154 g/mol (kuva 
25) ja rakennekaava C7H6O4. Syanidiini-3-glukosidi on yksi neljästä antosyaanista, joita on 
tutkittu esiintyvän aroniamarjassa. PCA:n tyypillisimmin esiintyvän negatiivisen 
fragmentti-ionin massa-varaussuhde on m/z 108 (kuva 25). Yhdisteen A MS/MS-spektrissä 
havaittiin negatiivinen fragmentti-ioni, jonka massa-varaussuhde oli m/z 108 ja 
intensiteetti 35 %, sekä positiivinen fragmentti-ioni m/z 110, jonka intensiteetti oli 10 %. 
Intensiteettien perusteella molekyyli-ionista hajonnutta fragmentti-ionia ei ole esiintynyt 
runsaasti tai fragmentti-ioni on jo ehtinyt hajoamaan pienemmiksi fragmenteiksi. 
Tuntemattoman yhdisteen spektrofotometristen ominaisuuksien, retentioajan ja tyypillisesti 
esiintyvän fragmentin perusteella on mahdollista, että yhdiste A on protokatekiinihapon 
johdannainen.  
 
Kuva 25. Protokatekiinihapon molekyyli-ionin (PCA) [M-H]
- 
m/z 153 ja PCA:n pääfragmentti-ionin m/z 108 
kemialliset rakenteet ja negatiiviset massa-varaussuhteet (m/z).. 
  
63 
 
Yhdisteen B tunnistaminen 
Yhdisteen B spektrofotometriset ominaisuudet ja retentioaika eivät viitanneet selkeästi 
mihinkään fenolisen yhdisteen johdannaiseen. Yhdiste valittiin tunnistettavaksi, sillä 
kaikissa puhdistamattomissa virtsanäytteissä ja näytteiden pesufraktiossa esiintyi kyseistä 
yhdistettä paljon. Yhdistettä ei kuitenkaan havaittu näytteiden metanolifraktiosta, mikä 
tarkoittaa, että se ei pidättynyt Oasis HLB -käänteisfaasikolonnissa lainkaan, mikä voi 
johtua yhdisteen heikosta vuorovaikutuksesta Oasis HLB -faasin kanssa. Yhdistettä esiintyi 
kuitenkin virtsanäytteiden pesufraktioissa ja virtsassa luontaisesti, mikä voisi viitata sen 
pooliseen luonteeseen. Yhdisteen B molekyylimassa on todennäköisesti 446 g/mol, jonka 
protonoitunut ja deprotonoitunut molekyyli-ioni esiintyivät yhdisteen massaspektrissä. 
Selkeitä yhdisteen B negatiivisia fragmentti-ioneja olivat m/z 387, 181 ja 138, joita 
vastaavat positiiviset fragmentti-ionit oli havaittavissa yhdisteen B positiivisesta MS/MS-
spektristä.  
Homovanilliinihapon [M-H]
-
 molekyyli-ionin massa-varaussuhde m/z on 181 (Magera ym. 
2001), joka vastaa yhdisteen B negatiivista fragmentti-ionia. Homovanilliinihapon ja siitä 
tyypillisimmin lohkeavien yhdisteiden kemiallinen rakenne ja negatiivinen m/z on esitetty 
kuvassa 26. Homovanillinihappoa muodostuu elimistössä luontaisesti, minkä vuoksi se on 
yleisesti myös virtsassa esiintyvä aineenvaihduntatuote. Magera ym. (2001) määrittivät 
homovanilliinihapon määrän virtsanäytteissä HPLC-MS/MS-menetelmän avulla. 
Tutkimuksen mukaan homovanilliinihapon tyypillisin negatiivisesti varautunut 
pääfragmentti on m/z 137, kun homovanilliinihaposta lohkeaa  
hiilidioksidimolekyyli (-CO2). Yhdisteen B MS/MS-spektrissä sen sijaan esiintyivät 
negatiivinen fragmentti-ioni m/z 138 (20%) ja positiivinen fragmentti-ioni 140 (<5%), 
jotka eivät täysin täsmää Mageran ym. (2001) tutkimuksessa havaitun homovanilliinihapon 
fragmentti-ioneihin. Samassa tutkimuksessa havaittiin myös homovanilliinihapolle toinen 
tyypillinen negatiivinen fragmentti-ioni, jonka m/z oli 122 (kuva 26) ja jota muodostui 
fragmentista m/z 137 (kuva 26), kun fragmentista lohkesi metyyliryhmä (-CH3). Tätä 
fragmentti-ionia ei kuitenkaan esiintynyt yhdisteen B MS/MS-spektrissä. Koska 
homovanilliinihappo on elimistössä luontaisesti esiintyvä aineenvaihduntatuote, on hyvin 
mahdollista, että yhdiste B on homovanilliinihapon johdannainen. Lisäksi moni kliinisen 
tutkimuksen virtsanäytteistä sisälsi yhdistettä B, minkä vuoksi on mahdollista, että 
aroniamehun nauttimisella on ollut yhteyttä tämän aineenvaihduntatuotteen runsaaseen 
esiintymiseen virtsanäytteissä. Toisaalta aineenvaihdunta on erittäin yksilöllistä, minkä 
vuoksi ei voida olla varmoja yhdisteen B yhteydestä tutkimuksessa juotuun aroniamehuun. 
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Kuva 26. Homovanilliinihapon deprotonoitunut molekyyli-ioni [M-H]
- 
m/z 181 ja siitä lohkeavat negatiiviset 
fragmentti-ionit m/s 137 ja 122. 
Yhdisteen C tunnistaminen 
Yhdisteen C retentioaika oli 11,3 min ja sen aallonpituusmaksimi oli 316 nm. Yhdisteen C 
spektrin muoto muistutti hydroksyylikanelihappojen vastaavaa spektrin muotoa, mikä 
vaikutti yhdisteen valintaan kliinisen tutkimuksen virtsanäytteen metanolifraktiosta (73/7). 
Yhdisteen molekyylimassa oli melko suuri (555 g/mol), minkä vuoksi sen arveltiin olevan 
fenolihapon johdannainen. Yhdisteen MS/MS-spektrissä esiintyi enemmän positiivisia 
fragmentti-ioneja kuin negatiivisia fragmentti-ioneja. Selkeitä positiivisia fragmentti-ioneja 
olivat m/z 89, 117, 145, 177, 261, 439 ja 527 ja negatiivisia fragmentti-ioneja m/z 523, 
391, 272, 134, 163 ja 122. 
 
Yhdisteen C ensimmäinen fragmentti-ioni m/z 527 (pos) muodostui todennäköisesti 
aldehydiryhmän (-CHO) lohkeamisesta. Arvio lohkeamisesta perustuu -CHO:n 
molekyylimassalle, joka on 29 u ja muodostuu erotuksena, kun protonoitunut molekyyli-
ioni [M+H]
+
 on m/z 556 ja sen fragmentti-ioni on m/z 527. Samankaltainen lohkeaminen 
on havaittavissa myös molekyyli-ionista [M-H]
-
 m/z 554. Tosin negatiivisen fragmentti-
ionin m/z on 523 eli lohjennut fragmentti-ioni on suurempi vastaavaan positiiviseen 
fragmentti-ioniin verrattuna, mikä voi tarkoittaa, että molekyyli-ionista [M-H]
-
 m/z 554 on 
lohjennut jokin toinen rakenne tai fragmentti-ioni on järjestäytynyt toisella tavalla.  
 
Li ym. (2003) määrittivät kahvihapon johdannaisten hajoamista LC-MS/MS  
-määritysmenetelmän avulla. Tutkimuksessa esitettiin mm. kahvihapon, ferulahapon ja 
isoferulahapon tyypillinen fragmentoituminen. Ferulahapon molekyylimassa on 194 g/mol 
(kuva 27). Tutkimuksen mukaan ferulahapon ja isoferulahapon tyypillisimmän 
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negatiivisen fragmentti-ionin m/z oli 134, joka vastasi yhdisteen C fragmentti-ionia, jonka 
intensiteetti oli 100 %. Negatiivinen fragmentti-ioni m/z 134 muodostui ferulahapon tai 
isoferulahapon rakenteista lohkeavasta metyyliryhmästä (-CH3) ja 
karboksyylihapporyhmästä (-COOH) (kuva 27). Li ym. (2003) mukaan ferulahapon 
tyypillisiä negatiivisia fragmentteja olivat lisäksi m/z 179, joka oli seurausta ferulahapon 
metyyliryhmän lohkeamisesta (-CH3) ja harvemmin esiintyvä m/z 149 (-CO2), joka oli 
seurausta karboksyylihapporyhmän lohkeamisesta (kuva 27). Negatiivisia fragmentti-
ioneja m/z 179 ja 149 ei kuitenkaan havaittu yhdisteen C MS/MS-spektristä (Kuva 27). 
Kuva 27. Ferulahapon ja isoferulahapon tyypillisimmät negatiiviset fragmentti-ionit m/z 134, 149 ja 179 sekä 
ferulahapon deprotounut molekyyli-ioni [M-H]
-
 m/z 193. 
 
Lisäksi fytokemikaalien typpijohdannaisia Cimicifuga racemosa L. (engl. Black Gohoch) 
Nikolić ym. (2012) määrittivät kanelihappojen typpijohdannaisten kasvista tutkineet 
fragmentoitumista massaspektrometrin avulla. Tutkimuksessa ferulahapon johdannaisen, 
feruloyyliarginiinin ([M+H]
+
 m/z 351) pilkkoutumisessa oli yhtäläisyyksiä yhdisteen C 
 Nikolićin ym. (2012) tutkimuksen mukaan feruloyyliarginiin pilkkoutumisen kanssa. 
happo-osan pääasiallisten positiivisten fragmentti-ionien massa-varaussuhde m/z oli 177, 
145, 117 ja 89, jotka vastasivat yhdisteen C fragmentti-ioneja. Näin ollen yhdiste C on 
mahdollisesti ferulahapon johdannainen. Lisäksi kyseistä yhdistettä esiintyi ainoastaan 
µSPE-puhdistetun virtsanäytteen metanolifraktiossa, mikä tarkoittaa, että kyseessä on 
On kuitenkin kemiallisilta ominaisuuksiltaan fenolisia yhdisteitä muistuttava yhdiste. 
mahdoton sanoa onko kyseinen yhdiste kliinisessä tutkimuksessa juodun aroniamehun 
antosyaanien aineenvaihduntatuote vai peräisin jostain muusta lähteestä.  
66 
 
 4 PÄÄTELMÄT 
Antosyaanien kasvava kysyntä elintarvikkeiden väriaineina sekä terveysvaikutteisina 
antioksidantteina lisäävät niiden kiinnostusta elintarvikealalla. Antosyaanien hajoaminen 
elimistössä on monimutkainen prosessi, missä muodostuu valtava määrä 
aineenvaihduntatuotteita. Antosyaanien aineenvaihduntatuotteina syntyy usein antosyaanin 
metyyli-, glukuronidi- ja sulfaattijohdannaisia mutta myös pienempiä fenolisia yhdisteitä 
kuten fenolihappoja. Fenolihapoilla on tutkittu olevan terveydelle suotuisia vaikutuksia, 
minkä vuoksi antosyaanien aineenvaihdunta ja aineenvaihduntatuotteiden imeytyminen 
elimistöön on tärkeä tutkimuskohde.  
Antosyaanien aineenvaihduntatuotteita voidaan määrittää virtsanäytteistä. Fenolisten 
aineenvaihduntatuotteiden määrä virtsanäytteissä on kuitenkin suhteellisen pieni eikä 
yhdisteitä voida määrittää ilman tehokasta näytteen esikäsittelyä. Työn tavoitteena oli 
optimoida tavanomaista kiinteäfaasiuuttoa vastaava pienen mittakaavan uuttomenetelmä 
(µSPE), jonka avulla näytteiden analysointi on helpompaa. µSPE:tä hyödynnettiin lisäksi 
kliinisen tutkimuksen virtsanäytteisiin, joista määritettiin fenolisia 
aineenvaihduntatuotteita. 
Tutkimustulosten perusteella oli selvää, että µSPE puhdisti virtsanäytteistä tehokkaasti 
samaan aikaan eluoituvia yhdisteitä korostaen fenolisten yhdisteiden havaitsemista 
virtsanäytteiden UHPLC-kromatogrammista. Lisäksi µSPE oli esikäsittelymenetelmänä 
nopea ja liuotinmäärät pysyivät alhaisina. Menetelmän toimivuutta tarkasteltiin 
saantokokeiden avulla, jotka suoritettiin kahdella eri hapolla (TFA ja HCOOH). Happojen 
välillä havaittiin eroa, kun niiden vaikutusta virtsanäytteistä eluoituvien yhdisteiden 
määrään verrattiin yleisellä tasolla, jolloin TFA:n avulla erottui enemmän yhdisteitä. Tämä 
ei kuitenkaan toistunut saantokokeissa, missä virtsanäytteistä määritettävät fenoliset 
yhdisteet määrättiin ennalta. Saantokokeiden perusteella sen sijaan todettiin, että selkeää 
linjausta hapon suhteen ei ollut, sillä yhdisteiden saantoprosentti vaihteli satunnaisesti 
valittujen fenolisten yhdisteiden välillä. Fenolisten yhdisteiden saantoprosentti jäi 
tutkimuksessa myös odotettua alhaisemmaksi. Syynä tähän voi olla erilaisten happojen 
lisäksi erot fenolisten yhdisteiden kemiallisissa ominaisuuksissa, jotka vaikuttavat 
fenolisten yhdisteiden vuorovaikutukseen µSPE:ssä käytettävän kiinteäfaasin kanssa. 
Optimaalisen tuloksen aikaansaamiseksi tulisi tutkia lisää fenolisten yhdisteiden 
käyttäytymisestä erilaisissa happoliuoksissa sekä pidättymistä erilaisissa kiinteäfaaseissa 
kehittämällä mahdollisesti fenolisiin yhdisteryhmiin kohdistuva spesifimpi 
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esikäsittelymenetelmä. On kuitenkin selvää, että µSPE:n etuna on huomattava näytteiden 
esikäsittelyn nopeus, jonka vuoksi liian spesifinen esikäsittely fenolisille yhdisteille tai 
fenolisille yhdisteryhmille ei vastaisi µSPE:n hyötyjä.   
µSPE-uuttomenetelmää sovellettiin kliinisen tutkimuksen virtsanäytteisiin, joista 
määritettiin mahdollisia aroniamehun antosyaaneista peräisin olevia fenolisia 
aineenvaihduntatuotteita. Kliinisen tutkimuksen virtsanäytteistä valittiin kolme 
useammissa virtsanäytteissä esiintyvää tuntematonta yhdistettä, jotka tunnistettiin UHPLC-
MS-määritysmenetelmän avulla. Yhdisteiden valitseminen oli haastavaa näytteiden 
UHPLC-kromatogrammissa esiintyvän laajan yhdistekirjon vuoksi. Kliinisen tutkimuksen 
virtsanäytteissä esiintyi kahta jo aiemmin tunnettua fenolista yhdistettä, jotka olivat 
hippurihappo ja homovanilliinihappo, mikä ei ollut yllättävää, sillä molempia yhdisteitä 
esiintyy elimistössä luontaisesti melko paljon. 
Kolme tuntematonta yhdistettä (A, B ja C) valittiin niiden kromatografisten ja 
spektrofotometristen ominaisuuksien vuoksi.   Yhdisteissä A ja C oli fenolisten yhdisteiden 
kaltaisia ominaisuuksia, minkä vuoksi niitä tarkasteltiin lähemmin. Koehenkilöt nauttivat 
päivittäin neljän viikon ajan tavallista enemmän fenolisia yhdisteitä, minkä vuoksi suuri 
määrä tiettyä yhdistettä voisi näkyä korkeana pitoisuutena virtsassa.  Yhdistettä B oli 
näytteiden pesufraktiossa moninkertaisesti muihin yhdisteisiin verrattuna ja siksi se 
koettiin mielenkiintoiseksi yhdisteeksi. Yhdistettä B ei kuitenkaan tunnistettu fenoliseksi 
yhdisteeksi, mistä tosin kertoi jo sen eluoituminen ainoastaan virtsanäytteiden 
pesufraktioon. Sen sijaan yhdiste A tunnistettiin mahdolliseksi protokatekiinihapon 
johdannaiseksi ja yhdiste C ferulahapon johdannaiseksi. Yhdisteiden A ja C molekyyli-
ionin suuruus viittasi vahvasti johdannaiseen, sillä yksittäisen fenolihapon molekyylimassa 
on noin puolet pienempi yhdisteiden A ja C todennäköisestä molekyylimassasta. On 
kuitenkin mahdoton sanoa muodostuivatko yhdisteet A, B ja C juodun aroniamehun 
antosyaanien aineenvaihduntatuotteina, sillä aineenvaihdunta on hyvin yksilöllistä ja 
muodostuvien aineenvaihduntatuotteiden reitti vaikeasti jäljitettävissä. 
Tutkimus osoitti, että µSPE-uuttomenetelmällä on hyötyä virtsanäytteiden esikäsittelyssä 
kun niistä halutaan määrittää fenolisia aineenvaihduntatuotteita. Lisää tutkimuksia on 
kuitenkin tehtävä fenolisten yhdisteiden paremman uuttumisen aikaansaamiseksi. µSPE:n 
tuomat edut ovat kuitenkin merkittäviä nykyajan tutkimusmaailmassa, missä näytteiden 
määrä kasvaa tutkimusten lisääntyessä, jolloin nopea, kustannustehokas ja helppo 
esikäsittelymenetelmä on tarpeellinen.   
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